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RESUMO

A producdo de material particulado atmosférico sedimentavel (MPAS) contendo metais e
nanoparticulas metalicas vem aumentando no mundo, ocasionando a contaminacdo de
ambientes aquaticos, como é o caso do Estado do Espirito Santo, localizado na regido Sudeste
do Brasil. MPAS foi coletado na regido de Vitoria, ES, para avaliar o padrdo de bioacumulagéo
dos metais em Oreochromis niloticus e seus possiveis efeitos nas branquias. O perfil quimico do
MPAS foi analisado e, posteriormente, exemplares de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
foram expostos ao MPAS (1 g.L™!) em sistema semi-estatico, por 30 dias, com coleta diaria de
amostra de agua para andlise dos parametros fisicoquimicos e perfil quimico dos metais
dissolvidos. A cada 3 dias, espécimes de tilapia foram coletados para andlise de bioacumulagéo
(total: 11 coletas) de metais nas visceras e filé, e a cada 6 dias foram coletados espécimes para
andlises histoldgicas e determinagdo da concentracdo de metalotioneina das branquias (Total: 6
coletas). Para a andlise multielementar, as amostras foram digeridas e a concentragdo dos
metais determinada por ICP-MS (espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplada).
Foram identificados e quantificados os seguintes metais: B, Al, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se,
Rb, Sr, Ag, Cd, Pb, Hg, Ba, Bi, W, Ti, Zr, Y, La, Nb, Ce no MPAS. Ta foi identificado, mas ndo
guantificado. Nas visceras e filé dos animais foram avaliados a bioacumulacédo seis metais (Cu,
Fe, Al, Zn, Mn, Pb) com maior concentracdo no MPAS e limites determinados na legislacéo
brasileira. A concentracdo de Cu na agua foi superior aos limites estabelecidos legislagcéo para
aguas dulcicolas do dia 3 ao dia 15 e no dia 24. A concentracdo de Fe foi superior do dia 3 ao
dia 12. No caso do Al, a concentracdo foi superior todos os dias, exceto no 18° dia e a
concentracdo de Pb s ultrapassou o limite no 6°. dia. O fator de bioconcentracdo (BCF) foi acima
de 1 paratodos os metais analisados confirmando a bioacumulacéo na espécie estudada. Alguns
metais como por exemplo Al, Fe, Mn e Pb apresentaram padrfes de acumulacdo semelhantes
com aumento significativo na concentracao nos primeiros dias até atingir um pico, seguido pela
diminuicdo subsequente. O Cu e Zn apresentaram um padrdo de bioacumulacdo com diversos
picos e persisténcia de uma alta concentracdo ao longo da exposi¢do. Houve bioacumulacéo
preferencial de metais nos tecidos viscerais quando comparados ao filé. A analise das
histopatologias e da concentracdo de metalotioneina nas branquias nao apresentaram
alteracdes apds exposicdo ao MPAS. Prevé-se que concentracfes superiores de MPAS

desencadeie respostas mais graves.

Palavras-chave: bioacumulacao de metais; visceras; filé; histopatologia; ICP-MS; metalotioneina,

branquia.
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ABSTRACT

The occurrence of sedimentary atmospheric particulate matter (MPAS) containing metals
and metallic nanopatrticles has increased in the world, causing the contamination of aquatic
environments, as is the case for Espirito Santo, southeast region of Brazil. MPAS was collected
in Vitoria’s bay surroundigs, ES, to evaluate the bioaccumulation pattern of metals in Oreochromis
niloticus and its possible effects on the gills. The metal profile of MPAS was analyzed and,
subsequently, specimens of Nile tilapia, Oreochromis niloticus were exposed to MPAS (1g/L) in
a semi-static system, for 30 days, with daily sampling of water for physicochemical parameters
analysis and chemical profiling of the dissolved metals. Every 3 days, specimens of tilapia were
picked for analysis of bioaccumulation (Total: 11 sample collection) of metals in the viscera and
fillet, and every 6 days specimens were picked for histological analysis and determination of the
metallothionein concentration in gills (Total: 6 sample collection). For the multi-element analysis,
the samples were prepared by acid digestion method and the concentration of metals determined
by ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry). The following metals were identified
and quantified: B, Al, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Ag, Cd, Pb, Hg, Ba, Bi, W, Ti, Zr,
Y, La, Nb, Ce in the MPAS. Ta has been identified but not quantified. Six metals (Cu, Fe, Al, Zn,
Mn, Pb) were chosen/picked for analysis in the fish’s viscera and fillet based on the following
criteria: higher concentration in MPAS and limits determined by Brazilian and USA legislation.
The concentration of Cu in water was higher than the limits established for freshwater from day 3
to day 15 and on day 24. The concentration of Fe was higher from day 3 to day 12. Al
concentration was higher on all days, except on the 18" day. Pb’s concentration only exceeded
the limit on the 6™ day. The determined bioconcentration factor (BCF) was >1 for all metals
analyzed, confirming their bioaccumulation in tilapia. Some metals such as Al, Fe, Mn and Pb
showed similar accumulation patterns with significant increase in concentration in the first days
until reaching a peak, followed by the subsequent decrease. Cu and Zn showed different
bioaccumulation pattern with several peaks and persistence of a high concentration throughout
the exposure. There was preferential bioaccumulation of those metals in the viscera compared to
the fillet. The analysis of histopathology and the concentration of metallothionein in the gills
showed no significant alteration after exposure to MPAS. Exposure to higher concentrations of

MPAS may trigger more severe responses.

Keywords: metal bioaccumulation; gut; fillet; ICP-MS; histopathology; metallothionein; gills.



1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacdo

A evolucdo tecnoldgica no ultimo século permitiu melhores condi¢cdes de vida para a
humanidade ao longo dos anos (UNITED NATIONS, 2017). Com o crescimento da tecnologia,
verifica-se um aumento na demanda por insumos para subsisténcia e, concomitantemente, um
aumento na contaminacdo ambiental, principalmente de corpos hidricos. Historicamente os
maiores destaques na contaminacdo hidrica se associam ao uso excessivo de defensivos
agricolas (AGARWAL et al., 2015). Todavia, novas categorias de contaminantes vem ganhando
destaque como é o caso de metais, derivados e nanomateriais metalicos (YOKEL; MACPHAIL,
2011).

Nanomateriais sdo definidos como materiais com pelo menos uma das dimensodes
(largura, comprimento ou espessura) entre 1 e 100 nm (KUMAR et al., 2018). As nanoparticulas
(NP) apresentam propriedades Unicas, e por vezes distintas, quando comparados aos seus
homologos em estado dissolvido ou aglomerado tais como tamanho, area de superficie,
superficie de reacao, configuracéo e carga. Estas propriedades garantiram a aplicagdo das NP
metalicas em diversas areas de interesse, como por exemplo, cosméticos, farmacos e industria
(Tabela 1) (BUNDSCHUH et al., 2018).

TABELA 1: Aplicacdes de nanoparticulas/nanomateriais metalicas (adaptado de SHAW;
HANDY, 2011)

Nanoparticulas ou nanomateriais Aplicacdes

Oxido de aluminio Cosméticos, vestuario, polimento de

superficies opticas

Ouro Administracdo de  medicamentos,
suplementos minerais, deteccdo de

risco bioldgico (ricina, E. coli)

Prata Bactericida em grupo de agua,
vestuario, brinquedos, curativos,

contraceptivos e pasta de dente

Di6xido de Titanio Tintas, protetores solares, cosméticos,
materiais construgdo, antimicrobiano,

eguipamentos esportivos




Nas ultimas décadas, os produtos contendo NP metalicas ou insumos tem aumentado
consideravelmente (BUNDSCHUH et al., 2018). Paralelamente a esse aumento ha producéo, ha
um aumento consideravel de estudos técnicos destes materiais de origem antrépica no ambiente
(PART et al., 2018) . A introducéo destes materiais no ambiente pode ocorrer por diversas vias,
como o descarte impréprio de residuos industriais direto na 4gua, derrames durante transporte,
manuseio e armazenamento (PART et al., 2018), aplicacao de biosolidos, lixiviagdo de aterros
(LEAD et al., 2018), efluentes de estacg6es tratamento reutilizados em atividades agricolas (LIU
et al., 2018) e residuos de atividade mineradora (transporte minério, residuos metélicos)
(DUARTE et al., 2019).

A concentracdo ambiental destas particulas varia de acordo com caracteristicas do meio
gue estdo inseridas, de forma que pesquisadores optam pela modelagem probabilistica para
estimativa do fluxo destes materiais no ambiente (GIESE et al., 2018; KELLER; LAZAREVA,
2013). As altas concentracdes em diferentes ambientes: aéreo, terrestre ou aquatico decorrem
da utilizagdo de NP metalicas em diversos produtos ou setores industriais a partir dos quais
difundem-se para o ambiente (KELLER et al., 2013).

Além da presencga no ambiente em forma de NP, outras formas do metal sdo encontradas.
Nas ultimas décadas, a maior atengéo reside nos metais pesados. Introduzidos na biosfera por
rotas semelhantes as das NP, os metais ocupam diversas esferas ambientais (aéreas, aquaticas
e terrestres). A presenca de cromo no ambiente por exemplo esta relacionado principalmente
com industrias de couro; fertilizantes quimicos muitas vezes contem na sua formulagdo metais
como As, Cd, Pb, Ni, Mn (entre outros)(MISHRA; BHARAGAVA; MORE, 2019).

O uso de aguas residuais néo tratadas, contendo metais, constituem outra rota de
contaminacgdo ambiental. REZAPOUR et al. (2019) comparam a acumulacao de metais em locais
irrigados por aguas residuais tratadas e nfo tratadas na regido da cidade de Urmia , nordeste do
Ird e mostraram concentracdes de Cd, Ni, Cu, Zn, e Pb nos solos irrigados com aguas residuais
nao tratadas superiores aos solos irrigados com aguas tratadas (178,2 %, 105,1%, 66,4%, 66%
e 40,9% respetivamente) e a a presenca destes metais no trigo Triticum aestivum L,
concentrando principalmente em raizes.

A presenca de metais na agua é relatada por autores em diferentes paises. ABDEL-
SATAR et al. (2017) avaliaram a qualidade da agua do rio Nilo , Egipto, em diferentes localidades
e constataram a presenca de diversos metais como Fe, Mn, Zn, Ni, Cu em concentracbes
superiores aos limites estabelecidos associando a grande atividade antropogénica na localidade.
WANG et al.(2018) apontaram a presenca de Cd, Ni, Cr, Cu, Al em reservatorios aquiferos na

regido sul da China, com o Al apresentando concentragdes acimas do permitido para os limites



estabelecidos em algumas localidades. Uma vez no ambiente, metais, NP e derivados podem
biocumular e/ou biomagnificar na biota provocando efeitos toxicos em diferentes niveis.

A bioacumulacgéao/bioconcentracéo € definida como a transferéncia de contaminantes do
meio externo para um organismo, nos quais sao observadas concentracdes teciduais superior a
do meio ambiente (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003a). A biomagnificacao corresponde a um
aumento na concentragao dos contaminantes nos organismos na medida que se encontram em
um nivel trofico superior (FERNICOLA et al. 2003). Ambos eventos foram relatados na regido de
mangue no Espirito Santo por SOUZA et al. (2013, 2018a e 2021b) para metais e NP. Os autores
comprovaram e estabeleceram a correlagcdo entre metais detectados na agua e sedimento com
as concentracdes determinadas no peixe Centropomus parallelus. O estudo comparou ainda a
variagdo temporal (verdo e inverno) dos metais constatando a manutencdo da correlacdo
descrita. Desse modo, 0 consumo da biota exposta a ambientes poluidos, e por periodos
prolongados, pode se apresentar como uma nova rota de exposi¢do a metais em humanos,

configurando-se como problema de saude publica.



1.2. Cenario Brasileiro

No Brasil a poluicdo por metais e metaloides constitui uma realidade que vem se
agravando com os anos devido a forte atividade industrial, urbana e portuaria (translado de
minério e afins). CHIBA et al. (2011) relataram, na estacdo chuvosa, a presenca de Cd (0,015
mg.L?), Pb (0,134 mg.L?), Cu (0,014 mg.L?) e Ni (0,040 mg.L?t) em aguas superficiais da regido
de Sé&o Carlos - SP, em 2010, e niveis altos de Cr (43,25 mg.kg™) Ni (18,80 mg.kg™) e Cu (35,98
mg.kg?) em sedimentos durante a estacdo chuvosa, concentracdes acima do permitido para
aguas de classe 3 (CONAMA 357/05, 2005) e para sedimentos de nivel 1 (CONAMA 344/04,
2004). O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) caracteriza como classe 3 0s corpos
hidricos destinados ao abastecimento humano, apds tratamento convencional ou avancado;
irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; pesca amadora; recreacao de contato
secundario e dessedentacdo de animais.

Na regido da cidade de Carambei, Parana, em 2015 pertencente a Bacia de S&o Jo&o,
foram reportados Cromo, Cd e Pb em concentragdes acima do recomendado: 3,1-10,7, 2,1-5,5,
5,0-28,1 ug.g?, respetivamente para amostras de sedimento e 3,7-33,2, 6,3-14,2, 5,0-57,5
ug.Lt em amostras de dgua (DA SILVA; DA SILVEIRA; DE CAMPQOS, 2017).

TREVIZANI et al. (2019) relataram a contaminac¢ao por metais nos peixes Stellifer rastrifer
(Cangoa), Paralonchurus brasiliensis (Maria-Luisa), e Isopisthus parvipinnis, presentes em
estudrios no sul e sudeste brasileiro: complexo Estuarino de Paranagua (PEC, PR), complexo
estuarino-lagoa de Cananéia-lguapé (CIELC, SP), complexo Santos-Sao Vicente (SSVEC, SP),
caraterizados pela densa urbanizacdo e presenca de areas portuarias. Dentre os resultados, as
concentracdes de As, Cr, Pb e Se em todas as espécies de todos os estuarios, excederam o
méaximo permitido para consumo humano. Além disso, a concentracdo de Zn na agua do
complexo PEC excedeu o limite de concentragcéo permitido. Sendo regides de alto interesse para
comunidades pesqueiras, e de diversidade, a situagdo descrita realgca a necessidade de
monitoramento das concentracdes de metais e metalbides.

No sudeste brasileiro, a regido costeira do Espirito Santo vem sofrendo com
contaminacdo por metais devido a atividade de industrias metalUrgicas (complexos de
mineracao, siderurgia, pelotizacdo de minério de ferro e exportacao). Souza et al.(2013) relatou
a contaminacdo da Baia de Vitéria e Santa Cruz (ES) e o acumulo de metais (Fe, Pb, As, Hg,
Cr e Cu) em musculo de robalo-peva (Centropomus parallelus). Outros estudos na regido

evidenciaram ainda o acumulo de metais em diferentes espécies de planta (Laguncularia



racemosa, Rhizophora mangle e Avicennias chaueriana) presentes no mangue nas mesmas
regides (SOUZA et al., 2014a, 2014b, 2015).

A contaminacdo desses ambientes estuarinos por metais/metaloides pode ser
decorrente de diferentes fontes, dentre as quais, as particulas metdalicas oriundas do ar
atmosférico, o conhecido “p6é preto”, como foi demonstrado em plantas de mangue
(ARRIVABENE et al., 2015) e em estudos de analise ambiental forense isotdpicas (SOUZA et
al, 2018b) e nanocristalogréficas (SOUZA et al, 2019) e afetam diretamente os corpos hidricos.
SOUZA et al. (2018b) mostrou por meio da andlise isotopica de carbono, nitrogénio, estroncio
e chumbo que a origem desses metais na cadeia trofica do ecossistema estuarino da Baia de
Vitéria e Santa sdo 0s metais presentes no material particulado atmosférico sedimentavel
(MPAS) oriundo de atividade minero-siderdrgica, e que a transferéncia desses ao longo da
cadeia trofica € fortemente influenciada pela agua superficial contaminada pela deposi¢cédo
crdnica do material particulado.

SOUZA et al. (2019) relatou também a presenca de NP de titanio (TiO2-NP) no ndcleo
e citoplasma de células de diferentes tecidos de Centropomus parallelus. Essas NP decorreriam
da exposic¢éo da biota ao MPAS citado anteriormente como po preto e em 2021, SOUZA et al
demonstrou essa nova rota de exposicdo e bioacumulacdo dos metais nos seres vivos

decorrentes da contaminagéo por MPAS.

1.3. Bioacumulagdo

Os organismos presentes nos corpos hidricos possuem diferentes longevidades e habitos
€ muitos se mantem por longos periodos em um mesmo local. Um fator importante a ser
considerado nestas situacdes € o potencial de bioacumulagéo destes metais na biota exposta
por periodos prolongados.

O fendbmeno de bioacumulacdo de metais e derivados € uma tematica de interesse
mundial. HAO et al. (2019) estudaram a dindmica de bioacumulacdo de metais pesados (Cd,
Cr,Cu, Pb, Hg e Zn) em regides costeiras da China, avaliando a presenca dos metais em peixes
e caranguejo. Cu e Zn apresentaram fatores de bioacumulacdo (BAF) maiores quando
comparados aos demais metais.

A bioacumulacéo de materiais € um processo complexo que nao ocorre de forma simples
e direta, estando sujeito a influéncia de diversos fatores (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003a)
tais como:

. Fendmeno de transporte ativo;

o Influéncia do comportamento de difusdo por membranas celulares;



o Diferentes taxas de metabolismo por organismos diferentes e comportamento de
acumulacéo dos metabdlitos;

o Acumulacdo em 6rgaos e tecidos especificos, além de adsor¢cdo em superficies
biol6gicas como branquias e pele;

o Propriedades estruturais especiais (substancias anfifilicas, taxa dissocia¢ao);

o Cinética de captacgdo e depuragéo, niveis restantes de substancias ou metabdlitos
apos depuracéo;

O aumento da concentracéo destes metais nos tecidos dos organismos caracteriza uma
situacdo alarmante em vista dos potenciais efeitos negativos sobre a fisiologia dos organismos
expostos. Neste contexto, marcadores biolégicos auxiliam a elucidar o impacto do poluente sobre

0 organismao.

1.4. Biomarcadores

Biomarcadores sdo definidos como alteracdes a niveis morfologicos, fisiologicos e
bioguimicos possiveis de serem mensurados e associados com patologias e representam uma
ferramenta importante para avaliar qualidade ambiental e niveis de poluicdo (KROON;
STRETEN; HARRIES, 2017). Baixas concentracfes de oxigénio dissolvido ambiental (hipoxia)
podem afetar a sobrevivéncia do animal e causam alteracdes em marcadores como aumento
nos niveis de cortisol, parametros hematolégicos e imunolégicos, histopatologias branquiais,
estresse oxidativo entre outros (ABDEL-TAWWAB et al.,, 2019). BONOMO et al. (2021)
estudaram os efeitos do insecticida MgHP no peixe Prochilodus lineatus avaliando alteracdes
em marcadores hematolégicos, citogenéticos e de estresse oxidativo hepaticos determinando o
potencial poluente do composto.

A presenca de metais vem sendo monitorada no ambiente e alguns marcadores séao
comumente utilizados para avaliar o nivel de poluicdo. No figado destacam-se marcadores como
danos no DNA e lisossomais, aumento de nivel de metalotioneinas e ferritina e de estresse
oxidativo (ARDESHIR; MOVAHEDINIA; RASTGAR, 2017). Nas branquias, altera¢des nos niveis
de metalotioneinas e respostas oxidativas (MA’RIFAH et al., 2019;SOW et al., 2019) além de

alteracdes histopatologicas (PAULINO et al., 2014) constituem alguns do marcadores avaliados.



1.5. Efeitos em seres vivos

Nas ultimas décadas, diversos tem sido os estudos avaliando a presenca de metais nas
diferentes esferas ambientas e o possivel impacto toxicolégico na biota local e eventualmente
humana (HARSHA; SENTHIL; PANDA, 2019)

Um estudo realizado na ostra Crassostrea rivularis, avaliou o impacto da exposi¢cdo do
Cu em hemacitos reduzindo o numero total de hematdcitos, a atividade de esterase, contetudo
lisossomal e aumentando a atividade fagocitaria e producao de espécies reativas de oxigénio,
principalmente em pH baixo. (HUANG et al., 2018). RASTOGI et al. (2018) relataram os efeitos
da exposicao ao Cd no figado e rim do bagre-australiano (Heteropneustes fossilis) que causou
necrose focal, ruptura do tecido, picnose e vacuolizacdo no figado e alteracdo glomerular,
necrose celular, picnose e dilatacdo dos tubulos nos rins. REBOA et al.(2019) avaliaram o
impacto que os metais Cu, Zn, Cr, Fe e Mn em peixes coletados no Golfo de Tigullio (ltalia)
destacando o efeito do Pb e Ni nas branquias e a ocorréncia de hiperplasia epitelial, elevacéo do
epitélio e fusdo lamelar como efeito histopatologico.

DUAN et al. (2017) avaliaram o impacto de material particulado (PM) 2,5 na expressao
genética e microRNA em Danio rerio e concluiram que a exposi¢cdo embrionéria de Danio rerio
ao PM 2,5 afetou negativamente expressdo de genes e microRNA envolvidos na resposta a
estresse oxidativo, respostas imunes, ativagdo de autofagia, hipertensédo e desenvolvimento de
cancer.

Neste contexto, considerando o potencial toxicol6gico apresentado por metais e NP
metdlicas, surge a necessidade de estudos relacionando a contaminagdo por MPAS e o
respetivo impacto ambiental e por conseguinte contribuir para novas diretrizes de prevengéo e
mitigagéo.

Sendo assim, este estudo determinou e quantificou os principais elementos constituintes
do MPAS. Além de avaliar o padrao de bioacumulacéo de diferentes metais em visceras e filé e
o efeito da exposicdo a metais e NP metalicas presentes no MPA em branquias de tilapia-do-
Nilo, Oreochromis niloticus. A escolha da tilapia como modelo experimental se deve a sua
plasticidade que permite a adaptacao a diferentes ambientes aquaticos (dulcicola e salobra) e
resiliéncia frente a condigBes abidticas adversas e estressores ambientais. Além disso, a tilapia
constitui um importante produto na dieta brasileira com alto valor no mercado piscicultor
(VICENTE; ELIAS; FONSECA-ALVES, 2014), de modo que previsdo dos efeitos da poluicao

atmosférica nestes se torna de suma importancia econdémica.



OBJETIVOS
2.1.  Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar a bioacumulagédo de metais e NP metélicas presentes
no MPAS no musculo (filé) e visceras de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e avaliar as
alteracdes morfofuncionais e bioquimicas nas branquias apos exposi¢ao por 30 dias ao MPAS.

2.2. Objetivos especificos

Identificar e quantificar os elementos quimicos (B, Al, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb,

Sr, Ag, Cd, Pb, Hg) incluindo contaminantes emergentes (Ba, Bi, W, Ti, Zr, Y, La, Nb, Ta,

Ce) no MPAS;

e Determinar concentragdo de Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb na agua e no filé e visceras de O.
niloticus expostos ao MPAS.

e Quantificar a concentragdo de metalotioneina nas branquias de O. niloticus expostos ao
MPAS

e Avaliar as alteracdes histopatolégicas nas branquias de O. niloticus expostos ao MPAS,
considerando a severidade das les6es e o0 possivel comprometimento funcional desses
orgéos ao longo da exposicéo.

e Analisar parametros de qualidade da 4gua e morfologia dos peixes ap0s exposi¢cdo ao

MPAS



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta material atmosférico particulado sedimentavel

O estudo foi desenvolvido com amostras de MPAS coletado na llha do Boi préximo ao
Complexo Tubardo, Vitéria, Espirito Santo, Brasil (20°17'03.8"S e 40°14'24.9"W) (Fig. 3).
Tubardo € um complexo minero-siderurgico cujas atividades incluem a pelotizagdo do minério
de ferro, producao de aco com diferentes ligas metélicas, estocagem e transporte de minério
de ferro e esta localizado na area costeira entre a capital Vitéria e a cidade Serra.

A llha do Boi representa a regido de maior influéncia da fonte fixa (Complexo de
Tubardo) e menor influéncia de fontes moveis, como veiculos automotores (SANTOS et al,
2017). O local de coleta selecionado fica a sudoeste da fonte fixa (Complexo de Tubaréo) e
recebem influéncia direta das emissfes de MPAS dos pétios de estocagem e outras unidades
operacionais, como a pelotizacdo do minério de ferro, e siderurgia, as quais sao carreadas pela
acao de ventos. A llha do Boi tem certificacdo do INMETRO para monitoramento atmosférico e
contém estrutura disponibilizada pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente (IEMA), Rede
Automatica de Monitoramento da Qualidade do Ar (RAMQAR) da Grande Vitéria/ES cujos
dados de monitoramento dos ultimos 10 anos serviram de base para a definicdo desses locais
de coletas (SANTOS et al. 2017).

FIGURA 1: Regido do complexo de Tubardo em Vitoria. Localizagdo de Complexo de

Tubardo em Vitéria (A) e do ponto de coleta material particulado atmosférico na ilha do Boi (B).
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3.2. Coleta e aclimatacao de tilapia-do-Nilo O. niloticus

Neste estudo foram utilizados 222 juvenis de tilapia-do-Nilo O. niloticus, de ambos os
sexos, pesando em média 1,33 + 0,64 g e medindo 4,33 £ 0,71 cm.

FIGURA 2: Exemplar de Oreochromis niloticus,

Fonte:www.embrapa.br/busca-de-imagens/-/midia/2138001/tilapia-em-laboratorio”

Classificacéo sistematica da espécie:
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae
Sub-Familia: Pseudocrenilabrinae
Género: Oreochromis
Espécie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

A tilapia-do-Nilo constitui uma espécie dulcicola, de médio porte, subtropical-neotropical
da familia Cichlidae originarios da Africa e sudoeste do Oriente Médio. A dispersdo mundial desta
espécie iniciou-se em 1930, estando presente como espécie exotica em diversas regioes,
inclusive no Brasil. O sucesso da dispersdo se deve as carateristicas desta espécie como
tolerancia a alterag6es ambientais, adaptabilidade tréfica e ciclo de reproducéo curto. Quanto a

alimentacgéo, apesar de serem descritos geralmente como herbivoros, detritivoros e planctivoros
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, existem relatos do consumo de ovos, larvas de outros peixes e mesmo pequenos peixes
(CANONICO et al., 2005).

Os espécimes de O. niloticus foram coletados na Piscicultura Projeto Peixe, em Sales de
Oliveira - SP, e foram transferidos para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa
do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, UFSCar, Sdo Carlos, SP. Os animais foram mantidos
em tanques com capacidade de aproximadamente 1000 litros com agua declorada, fotoperiodo
natural (12h:12h, claro-escuro), aeragéo constante e alimentagéo ad libitum com ragéo comercial
propria para peixe (ACQUA Fish 28% proteina, SUPRA, Brasil).

3.3. Delineamento experimental e ensaio de bioacumulagéo

Os peixes foram divididos em 2 grupos (Controle e Exposto). O ensaio de bioacumulagdo
de metais presentes no MPAS foi realizado de acordo com a metodologia descrita por AZEVEDO
e CHAZIN (2003), em triplicata, em sistema semi-estatico. Espécimes de ambos os grupos foram
mantidos em aqudrios experimentais, com aera¢do constante, temperatura controlada
(26,6+0,6°C e 26,2+0,9°C para 0s grupos controle e exposto, respetivamente) e renovacdo da
agua cuja procedéncia foi a mesma dos tanques de aclimatagéo. Os aquarios (200 L; 54x81x51
cm) foram isolados com material opaco para mitigar possiveis distarbios externos. De acordo
com testes preliminares, os peixes foram distribuidos nos aquarios a razdo de 1g-peixe/L de
agua. Cada grupo (controle e exposto ao MPAS) foi constituido por 111 peixes distribuidos em 3
aquarios sendo 37 peixes por aquario.

A concentracdo de MPAS a ser adicionado na agua teve por base a deposi¢cdo média
mensal de MPAS (5 a 20 g MPAS/m?/més) na regido metropolitana da Grande Vitéria que pode
apresentar picos diarios de mais de 1 g por m? (IEMA, 2020). Desta forma, o grupo MPAS foi
exposto a concentracdo de 1 g MPAS.L? de 4gua do aquério experimental. O MPAS foi pré-
diluindo em béquer com agua experimental. Nos aquérios do grupo controle ndo foi adicionado
MPAS. Os animais foram expostos ao MPA durante 30 dias. A cada 3 dias, amostra de agua foi
coletada para andlise multielementar e 3 espécimes por grupo (1 em cada aquario) foram
coletados para andlise de bioacumulacdo de metais. A cada 6 dias, 13 espécimes por grupo
foram coletados para andlise das branquias, sendo 8 para andlise de metalotioneina e 5 para
andlise histolégica. Para manter da densidade de peixes nos aquérios (1 g-peixe.L? agua), a
cada coleta de animais foi retirada dos aquérios volume de agua proporcional ao numero de

espécimes removidos.
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Nesse mesmo dia havia renovacéo de 1/3 da agua de cada aquario. A agua era removida

dos aquérios junto com a remocao de material depositado no fundo deles e, em seguida a agua

era reposta com concentracdo de MPAS equivalente a concentracao inicial nos aquarios do

grupo MPAS. O mesmo procedimento foi efetuado nos aquérios do grupo controle, sendo a agua

reposta sem adi¢cdo de MPAS. Os animais foram alimentados sempre no dia anterior a renovagao

de 4gua fornecendo a mesma racgéo do periodo de aclimatacao.

Durante os 30 dias de experimento, os parametros de qualidade da &gua foram

monitorados e registrados diariamente.

TABELA 2: Sintese do delineamento experimental de exposi¢cao

Dia Atividades
0 Inicio Exposi¢do ao MPAS( 1g.L%) Coleta de Amostras
Agua Visceras e Filé Branquias

Metais Bioacumulagao Histologia e Metalotioneina
3 Metais Bioacumulagdo
5 Alimentacdo
6 Renovacgdo agua Metais Bioacumulagao Histologia e Metalotioneina
9 Metais Bioacumulagao
11 Alimentagdo
12 Renovacgdo agua Metais Bioacumulagao Histologia e Metalotioneina
15 Medida de Metais Bioacumulagdo
17 Par?“metros Alimentac¢do
18 abioticos Renovagdo dgua Metais Bioacumulagdo Histologia e Metalotioneina
21 Metais Bioacumulagao
23 Alimentac¢do
24 Renovagdo dgua Metais Bioacumulagdo Histologia e Metalotioneina
27 Metais Bioacumulagao
29 Alimentagdo
30 Renovacédo agua Metais Bioacumulagao Histologia e Metalotioneina

Final Exposi¢ao
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3.3.1. Eutanasia e coleta de amostras

Os exemplares de O. niloticus coletados foram eutanasiados por overdose anestésica
(benzocaina 1g:10L) seguida de seccdo medular. Pardmetros biométricos dos espécimes foram
medidos e registrados.

Dos espécimes para o0 ensaio de bioacumulacéo foram coletados dois tipos de amostras:

e Visceras — correspondem a cabeca e todos os 6rgdos da cavidade interna

e Filé — compreende o tecido muscular e pele.

As amostras coletadas foram armazenadas em freezer (-20 °C) para posterior
processamento e analise multielementar e determinagédo do padréo de bioacumulacéo.

A separacdo do peixe em filé e visceras foi devido a importancia que filé possui na dieta
de humanos e demais animais. Metais acumulados no filé correspondem aos metais ndo
detoxificados pelo organismo (SOUZA et al., 2013b). As concentragfes de metais determinadas
nessas amostras foram comparadas aos limites estabelecidos por 6rgdos regulamentais
nacionais como Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e internacionais como Agéncia
de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA). O mesmo foi feito nas visceras, uma vez
gue sdo utilizadas na industria alimenticia (racdo animal) e mesmo na dieta humana em algumas
localidades.

Para avaliar a acdo dos metais foram coletadas as branquias por serem a principal rota
de entrada de contaminantes ambientais em peixes devido ao contato direto e constante com o
meio aquatico e pelo seu papel fundamental na respiragdo, equilibrio acido-base e ibnico
(SOUZA et al., 2013a). Para analises histolégicas, o segundo e terceiro arco branquial de um
lado do animal foram separados cuidadosamente, enxaguados em solucao salina (NaCl 0,9%)
e, posteriormente fixados em solugéo de 2,5% glutaraldeido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3.
Para o ensaio bioquimico, as branquias inteiras do animal foram coletadas e imediatamente

armazenadas em freezer -80°C.

3.3.2. Andlise das variaveis quimicas e fisicas da agua

Os parametros fisico-quimicos da dgua foram medidos nos aquarios controle e exposto
no inicio da exposi¢éo e anteriormente a qualquer intervencdo experimental. A temperatura,
pH e condutividade foram medidos com auxilio de uma sonda multiparametro (Orion Star A329

portable, Thermo scientific) com a sonda a meia altura na coluna de agua. O oxigénio foi medido
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por um oximetro Optico (Optical oxygen probe Fibox — Pre-sens GmBH) e registrado

virtualmente (Software Pre-Sens Oxyview).

3.3.3.  Processamento e andlise multielementar da 4gua e amostra biolégica

As amostras de agua coletadas (5mL) foram acidificadas com &cido nitrico sub-boiling
na razao de 2% do volume total. Posteriormente estas foram filtradas em filtros de nitrocelulose

0,45 um) e transferidas para criotubos sendo armazenadas a 4° até o momento da analise.

As amostras de peixe foram desidratadas em um liofilizador de sublimag¢éo a vacuo
(Micromodulyo 115, Thermo Electron Corporation, Brasil) até peso constante. Posteriormente
essas amostras foram maceradas mecanicamente por graal e pistilo, até obtencdo de pé
homogéneo. Todas as vidrarias e utensilios foram lavados de acordo com o recomendado no
protocolo de US EPA 200. 8 As amostras maceradas foram submetidas ao protocolo de
digestéo acida adaptado de Chappaz et al. (2012). As amostras foram pesadas separadamente
em tubos de Teflon especiais (hidrofébicos e resistentes ao calor), procurando obter
aproximadamente 0.1 g necessarios para o protocolo. Em situa¢cdes que ndo era possivel, a
guantidade pesada respeitava o intervalo indicado de 0.01 a 0.1 g. A digestéo acida foi realizada
com a adi¢do de 3 mL &cido nitrico, 0,750 mL cloridrico e 0,250 mL de peroxido de hidrogénio
as amostras previamente pesadas. As amostras foram digeridas com o auxilio de uma placa
aquecedora de ceramica (100 °C, 13 horas). Posteriormente foram filtradas (Membrana Nitrato

de Celulose Lisa 0,45 um 13mm) e armazenados a 4°C até andlise.

As concentrac¢des de metais foram determinadas utilizando um espectrometro de massa
com plasma indutivamente acoplado (Q-ICPMS, Tecnologia Agilent 7500 Series CX) equipada
com um ASX-100 autosampler (CETAC Technologies, Omaha, NE, EUA). Esta andlise foi
realizada no Instituto de Ciéncias e Tecnologia em Alimentos de Cérdoba (YCITAC -

Universidad Nacional de Cordoba; Argentina).

3.3.4. Controle de qualidade da analise multielementar

Como controle de qualidade do método de processamento de amostras para analise

quimica, foi efetuado teste de recuperacdo com material de referéncia certificado. O material de



15

referéncia de tecido de peixe (MR-Agro E3002A, julho de 2020) foi cedido pela Embrapa Pecuaria
Sudeste (Sdo Carlos, SP, Brasil). A recuperacao geral obtida foi de 89.83 + 18.20 % (média +

desvio padrao).

3.3.56. Fator de Bioconcentracéo (BCF)

O fator de bioaconcentracdo estabelece uma relagcdo entre a concentracdo de
determinado composto presente no organismo e no meio que 0 mesmo Sse encontra inserido
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003b).

O célculo de BCF é definido como:

Concentracao no organimos
BCF =

Concentragdo no sedimento ou dgua

No presente estudo, para o calculo do BCF considerou-se a concentracdo determinada
na agua para cada metal e a soma das concentragdes determinadas no filé e nas visceras.
Quando a concentracdo do metal na agua foi inferior aos limites de deteccdo e/ou quantificacédo
estabelecidos para cada metal, o BCF néo foi calculado. Valores de BCF acima de 1 mostram a
ocorréncia de bioconcentracdo (DALLINGER, 1993).
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3.3.6. Andlise das branquias
3.3.6.1. Processamento e Analise histoldgica das branquias

As amostras de branquias fixadas foram desidratadas em bateria crescente de éalcool
(70%, 80%, 90 e 95%, 1h cada). Apds a desidratacdo, as amostras foram embebidas em
historesin (Historesin Embedding kit, Leica, Alemanha) seguindo o protocolo: colocadas em
solucéo de etanol 95% e resina béasica (Leica Historesin Embedding kit) na proporcao de 1:1 por
4h. Decorrido esse periodo, as amostras foram transferidas para solugéo de resina basica pura
na qual permaneceram “overnight”, a 4°C. A inclusdo das amostras foi efetuada em moldes com
adicdo de solucdo de resina com endurecedor. A polimerizacdo ocorre em estufa a 37°C, por
24h.

A microtomia das amostras foi realizada em micrétomo eletrénico (HM 360, MICROM, EUA)
com lamina de vidro, em cortes longitudinais de 3 um de espessura. As laminas obtidas foram
coradas com azul de Toluidina (1 min). A andlise das laminas foi realizada em microscopio de
luz (BX 51, Olympus, Denmark) acoplado a computador com obteng&o de imagens utilizando o
software Olympus DP2 — B5W. As imagens foram analisadas e as alteragfes histopatolégicas

foram determinadas de acordo com Poleksic e Mitrovic-Tutunzic (1994).

e Calculo do indice de alteracéo histolégica (IAH)

O IAH que indica o grau da funcionalidade do tecido com base na frequéncia e
severidade de cada alteracdo histoldgica. Desta forma, as les6es analisadas foram atribuidos
graus de severidade com base no comprometimento da funcéo do érgéo alvo, traduzindo-se na

formula:

IAH = 1.21 + 10.ZII+ 100.21[1

Na qual:

= Y, 11,X 111 correspondem ao total de alteracdes em cada grau de
severidade,
= 1,10 e 100 correspondem a fatores de calculo de IAH para cada grau de

severidade respetivamente.
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Cada grau de severidade é caraterizado pelo seu impacto na funcionalidade do tecido,
sendo associado a cada patologia o estagio de comprometimento do tecido (Tabela 3) (Poleksic

e Mitrovic-Tutunzic, 1994), modificado por Cerqueira e Fernandes (2002).

TABELA 3: Patologias consideradas para avaliacdo de alteracdes histoldgicas e
estagios de comprometimento das branquias.

Patologias consideradas Estagio Sigla
Hipertrofia do epitélio lamelar 1 HPT
Hiperplasia do epitélio lamelar 1 HPL
Dilatagdo do canal marginal 1 DCM
Constricdo do sistema de células pilares 1 ccp
Fusdo parcial de lamelas 1 FPL
Aneurisma lamelar 2 AL
Ruptura epitelial 2 RE
Hipertrofia iondcitos 1 HCC
Proliferagao iondcitos 1 PCC
Descolamento epitelial 1 DC

3.3.6.2. Determinagdo da concentracdo da metalotioneina nas branquias

A concentracdo de metalotioneina nas amostras de brédnquias nos grupos controle e
exposto ao MPAS foi realizada avaliando o contetdo de residuos de grupos sulfidrila (SH)
utilizando o reagente de Ellman (DTNB) de acordo com o método descrito por Viarengo et al.
(1997) com pequenas modificacdes. Em resumo, as amostras foram homogeneizadas em
tampé&o tris-HCI na propor¢éo de 0,1 g de tecido para 0,5 mL de tampéo e ,em seguida, foram
centrifugadas. ApO6s uma dUltima centrifugacdo, reservou-se o sobrenadante ao qual foi
adicionado o reativo de Ellman e, em seguida, procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro a 412
nm. A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada de acordo com
Bradford (1976), com leitura em espectrofotdmetro a 595 nm, para expressao dos resultados por

concentracao de proteina.
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Uma vez que as metalotioneinas sao caraterizadas por alto contetdo de cisteinas (30 %),
as absorbancias obtidas das amostras foram comparadas a uma curva-padrdo de GSH. A

concentracao de metalotioneinas foi expressa em ng de MT/mg de proteina.

3.3.7. Andlise Estatistica

Os resultados estéo apresentados como médias + erro padrdo da média. Todos os dados
foram testados para normalidade (Shapiro Wilks). Os dados referentes a bioacumulagéo
resultaram como paramétricos em contraste aos dados da histologia e MT que resultaram como
nao paramétricos. A analise de variancia por Anova e pos-teste Tukey foi aplicada para dados
parameétricos e determinadas as diferencas entre dias de exposicdo em um mesmo grupo. O
teste T-student foi utilizado para determinacdo de diferenca entre as amostras do grupo exposto
guando comparados ao controle para um mesmo dia. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste
Dunn foi utilizado para os dados ndo parameétricos para determinar diferenca entre amostras do
grupo exposto comparados ao controle para um mesmo dia.

A correlacdo de Spearman foi calculada relacionando as concentragfes de cada metal
nas amostras de filé, visceras, organismo total e 4gua, entre si e com os resultados obtidos nos
parametros bioldgicos (IAH e MT). Apenas os valores significativos foram reportados.

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Infostat (Di Rienzo, et al 2018)

e diferencas significativas foram consideradas em p< 0,05.
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4.1. Parametros de qualidade agua e dados biométricos dos animais

A massa média dos espécimes dos grupos controle e exposto foram 1,443 + 0,657 g e
1,212 + 0,612 g e os comprimentos meédios foram 4,486 + 0,706 e 4,179 * 0,702,

respetivamente.

A Tabela 4 apresenta os parametros da qualidade da agua dos aqudrios durante os

experimentos. Comparando os valores encontrados, ndo houve diferenca significativa entre os

grupos controle e exposto nos parametros de temperatura, oxigénio dissolvido e pH. Em

contraste, a condutividade do grupo exposto ao MPAS foi significativamente maior que o

controle.

TABELA 4: Parametros de qualidade da agua dos experimentos: grupo Controle e

Expostos, expressos em média + desvio padrao. (*) indica diferenca significativa comparado ao

Controle.

Parametros Controle Exposto (1 g MPAS.L?)
Temperatura (°C) 26,6 + 0,6 26,2+0,9
Oxigénio dissolvido 99+21 99.6+1,3
(%)
Condutividade 58,8+ 7,2 82,4+£10,8*
(us/cm)
pH 7,4 +0,17 7,6 £0,13

4.2. Concentracdo de Metais no Material Particulado Atmosférico Sedimentavel

O lote de MPAS utilizado no presente estudo foi coletado durante a estacéo seca (Abril a

Agosto) de 2018. A analise multielementar de amostra deste lote mostrou que o MPAS era
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constituido por diferentes metais, dos quais apenas o Tantalo (Ta) foi identificado, mas néo

guantificado (Tabela 5).

TABELA 5: Concentracdo de metais (1g.g™) presentes no MPAS. Concentracdes de metais

presentes no lote de MPAS coletado na estacdo seca (Abril a Agosto) de 2018. Os limites de

deteccao (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) sédo dados para cada metal.

Elemento Concentragdo pg.g* LOD LOQ
B 20,0295 0,515232 1,430708
Al 5522,8039 10,50303 12,82689
Ti 1108,944 0,05671 0,188844
v 28,2162 0,03774 0,125674
Cr 34,5293 0,05977 0,199034
Mn 554,9903 0,5111 1,701963
Fe-56 69199,0411 0,17902 0,522849
Fe-57 67327,7702 6,556341 13,33243
Ni 14,7430 0,003937 0,011502
Cu 84,79207 0,05859 0,195105
Zn 274,8618 0,1118 0,322114
As 2,9307 0,2341 0,779553
Se 2,250798 0,522112 0,796678
Rb 4,924922 0,037802 0,071287
Sr 56,63187 0,015782 0,043615
Y 17,40134 0,00091 0,002651
Zr 43,78726 0,120881 0,301769
Nb 2,556451 0,018256 0,05248
Ag 0,1030 0,001191 0,003478
cd 1,473974 0,036299 0,101926
Sn 15,21546 0,086621 0,241916
Ba 1,32738 0,008855 0,010498
La 29,90025 0,02032 0,067666
Ce 65,49402 0,020447 0,059735
Ta 0,0000 0,017799 0,050748
W 1,6338 0,004635 0,013073
Hg 201 0,3229 0,37198 0,986697
Hg 202 0,3460 0,062704 0,099428
Pb 50,85892 0,047809 0,137816
Bi 1,0791 0,026763 0,074658
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4.3. Concentracdo de metais na 4gua nos grupos controle e expostos ao MPAS

Para analise do efeito na biota e do padrdo de bioacumulacdo foram selecionados os
seguintes metais: Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb, por apresentarem concentracdes acima de 100 ug/g
(Tabela 6) e terem limites estabelecidos pelo CONAMA (CONAMA 357/05, 2005). Os dados
referentes ao ferro do presente trabalho se referem as concentragdes determinadas para o Fe-
56, desconsiderando-se entédo os do Fe-57.

A concentragdo de MPAS nominal adicionada ao grupo expostos estdo descritas na
Tabela 6, juntamente com a concentracdo de metais na agua do grupo Controle. No geral, a
concentracao determinada para os metais foi em torno de 1 a 10% da concentragdo nominal ao

longo da exposicdo, com excec¢do do Fe (<1%) e o Cu (7 a 22 %).
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TABELA 6: Concentracdo (ug.L't) dos metais Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb na agua dos grupos Controle e Exposto ao p6 preto
durante o experimento. A concentracdo dos metais no grupo Controle ndo apresentou diferencas significativas estdo apresentadas

como média e erro padrdo. No grupo Exposto sdo dadas a concentracdo nominal e concentragées reais dos metais na agua.

Cu Fe Al Zn Mn Pb
Controle 6,21+0,74 <LOD <LoQ 9,59+0,6 <LOD 5,71 +2,84
Exposto
[Nominal] 84,79 69199,04 5522,80 274,86 554,99 50,86
[Real]
DO 5,43 + 0,003 <LOD <LoQ 4,795+ 0,278 <LOD <LoQ
15,39 £ 0,17 511,05+ 5,82 553,99 + 3,26 29,32+0,18 37,58 £ 0,17 3,23 £0,05
D3 (18,2%) (0,7%) (10%) (10,7%) (6,8%) (6,4%)
18,79 + 0,084 627,45 +5,72 645,83 + 1,12 44,12 +0,31 14,79 + 0,18
D6 (22,2%) (0,9%) (11,7%) 35,73 £0,1 (13%) (7,9%) (29,1%)
14,62 + 0,08 404,68 + 1,35 481,874 22,54 +0,12 22,64+0,14 2,14+ 0,03
D9 (17,2%) (0,6%) 1,68(8,7%) (8,2%) (4,1%) (4,2%)
12,3+0,12 412,1+2,73 258,81 +3,74 20,31+0,03 22,05+0,11 4,75+ 0,02
D12 (14,5%) (0,6%) (4,7%) (7,4%) (4%) (9,3%)
11,06 + 0,05 155,54 + 0,12 267,9+1,05 18,45 + 0,14 10,34 + 0,08 0,98 + 0,004
D15 (13%) (0,2%) (4,9%) (6,7%) (1,9%) (1,9%)
5,85 + 0,05 90,23 + 0,59 9,46 +0,1
D18 (6,9%) <LOD (1,6%) (3,4%) <LOD <LOD
9,17 £ 0,02 54,52 + 0,47 167,95 + 0,37 8,33+0,15 2,26 £ 0,01
D24 (10,8%) (0,1%) (3%) (3%) <LoQ (4,4%)
8,33+0,13 15,64 + 1,06 166,96 + 1,75 5,22 £0,39
D30 (9,8%) (0,02%) (3%) (1,9%) <LOD <LOD
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As concentracdes de metais nas amostras de agua dos grupos: controle e exposto foram
comparados aos limites estabelecidos pelo Conama para aguas dulcicolas de classe 2
(CONAMA 357/05, 2005) destinadas a protecdo das comunidades aquaticas; ao abastecimento
para consumo humano, apos tratamento convencional; a recreacdo de contato primario; a
irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com

0S quais o publico possa vir a ter contato direto; e a aquicultura e a atividade de pesca (Fig 4 ,5
,6,7 € 8).

A variacao de Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb nas amostras de agua nos grupos controle e
exposto em relacdo ao limite estabelecido pelo Conama (CONAMA 357/05, 2005) para aguas

dulcicolas, classe 2 se encontram nas Figuras 3, 4, 5, 6, 7. e 8, respectivamente.

FIGURA 3: Concentracdo de Cu (ug.L') nas amostras de agua ao longo dos
experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolugdo Conama (CONAMA 357/05,
2005) para agua dulcicola, classe 2. CONTROLE: agua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo

expostos. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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A concentracdo de Cu determinada no grupo exposto ao MPAS foi superior aos limites
estabelecidos pelo CONAMA (CONAMA 357/05, 2005) para 4guas dulcicolas (9 pg/L) do dia 3
ao dia 15 e dia 24.
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FIGURA 4: Concentracdo de Fe (ug.L') nas amostras de agua ao longo dos
experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolucdo Conama (CONAMA 357/05,
2005) para 4gua dulcicola, classe 2. CONTROLE: 4gua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo
expostos. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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A concentragdo de Fe determinada no grupo exposto ao MPAS foi superior aos limites
estabelecidos pelo CONAMA (CONAMA 357/05, 2005) para aguas dulcicolas (300 pg/L) do
dia 3 ao dia 12.
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FIGURA 5: Concentracdo de Al (ug.L') nas amostras de agua ao longo dos
experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolucdo Conama (CONAMA 357/05,
2005) para 4gua dulcicola, classe 2. CONTROLE: 4gua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo
expostos. (*) = diferenca significativa em relacao ao controle.

Al
700.0
k
600.0 *
<, 500.0 *
ap
=2
o 400.0
AT
O
e
+ 300.0 £ 3 *
[0}
(8]
S 200.0
S 200. * *
*
100.0 o= ° ° o ° ° 2 o o
®
K
0.0 & ® o= =0
0 3 6 9 12 15 18 24 30
Dias
«=@=CONTROLE ==@==CONAMA EXPOSTO

A concentracdo de Al determinada no grupo exposto ao MPAS foi superior aos limites
estabelecidos pelo CONAMA (CONAMA 357/05, 2005) para aguas dulcicolas (100 ug/L) em
todos os dias com excecao do dia 18.
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FIGURA 6: Concentracdo de Zn (ug.L') nas amostras de agua ao longo dos

experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolucdo Conama (CONAMA 357/05,

2005) para 4gua dulcicola, classe 2. CONTROLE: 4gua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo
expostos. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.

A concentracdo de Zn determinada nos aquarios do grupo exposto foi inferior aos limites
estabelecidos pelo Conama em todos os dias para aguas dulcicolas (CONAMA 357/05, 2005)

(180 ug/L).
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FIGURA 7: Concentragdo de Mn (ug.L') nas amostras de &gua ao longo dos
experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolucdo Conama (CONAMA 357/05,
2005) para 4gua dulcicola, classe 2. CONTROLE: 4gua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo
expostos. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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A concentracdo de Mn determinada nos aquarios do grupo exposto nao ultrapassou 0s
limites estabelecidos pelo Conama para agua aguas dulcicolas (CONAMA 357/05, 2005) (100
Ha/L).
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FIGURA 8: Concentracdo de Pb (ug.L') nas amostras de agua ao longo dos
experimentos. CONAMA: O limite estabelecido pela resolucdo Conama (CONAMA 357/05,
2005) para 4gua dulcicola, classe 2. CONTROLE: 4gua grupo controle; EXPOSTO: agua grupo
expostos. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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A concentracao de Pb determinada nos aquarios nao ultrapassou o limite estabelecidos
pelo Conama (CONAMA 357/05, 2005) para agua dulcicolas (10 pg/L) com exceg¢éo do dia 6.
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4.4. Concentracgdo (ng/g) dos metais Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb nas visceras e filé de O.

A concentracdo de Cu determinada nas amostras de visceras e filé se encontra na

Tabela 7. O padrédo de bioacumulacéo do Cu nas amostras de visceras e filé no grupo controle

e exposto é apresentado na Figura 9.

TABELA 7: Concentracédo de Cu na agua (ug.L™?) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g™)

de Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao p6 preto durante os 30 dias

de exposicao expressos como média + erro padrédo. Letras diferentes = diferenca significativa

entre dias de um mesmo grupo (coluna) (P > 0,05); (*) = diferenga significativa em relagéo ao
controle (P<0,05)

Dia CH EH Ccv EV CF EF
11,858 +0,039 5,43+0,003 29,297+6,912 43,01+11,311 9,44+1,514 11,638 £1,662
0 G A* AB A AB AB*
4969+0,05 15,392+0,172 31,36+13,168 48,858 +4,424 11,099+0,556 7,768 +0,513
3 CcD F* A AB* AB A*
4,731+0,075 18,791+0,084 45,059+4,62 74,873+1,451 14,008+2,602 18,436*4,217
6 C G* AB c* AB ABC
4,367 £0,032 14,622+0,076 52,776 +6,682 69,949 +2915 6,823+0,118 9,387 £0,519
9 B E* AB BC* A AB*
6.096 + 0,096 12,3+0,123 54,543 +4,349 57,08+2,986 15,74+2,248 26,117 +3,636
12 E E* AB ABC AB c*
4,065+0,035 11,062+0,053 74,373+10,539 77,947 +8,068 10,166 +1,207 19,81+4,432
15 A D* B C AB BC*
8,467+0,092 5,851+0,053 44,603+9,989 65,122+6,039 6,315+1,639 15,309 +1,313
18 F A* AB ABC* A ABC*
6,217+0,018 9,167+0,022 46,716+1,862 73,504 +5,297 12,034+1,046 13,437+1,271
24 E c* AB BC* AB AB*
5,152 + 0,054 8,327+0,131 40,596 +2,503 61,415+1,565 18,875*4,55 9,424 + 0,989
30 D B* A ABC* B AB*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.
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FIGURA 9: Concentracéo (ug.g?) de Cu nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de

30 dias. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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4.4.2. Ferro

31

A concentragdo de Fe determinada nas amostras se encontra representada na Tabela

8. O padréo de bioacumulacdo do Fe nas amostras de visceras e filé nos grupos controle e

exposto é apresentado na Figura 10.

TABELA 8: Concentracdo de Fe na agua (ug.L?) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g™?) de

Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao pé preto durante os 30 dias de

exposicao expressos como média + erro padrao. Letras diferentes = diferenca significativa entre

dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05); (*) = diferenca significativa em rela¢éo ao controle

( P<0,05)
Dia CH EH eV EV CF EF
201,158 +41,032 447,404 +108,631 108,942 + 23,074 107,857 + 5,27
0 <LOD <LOD A A* B A
511,049 +5,821 298,033 + 133,076 17770,163 +2678,524 53,699 + 4,963 634,913 + 135,659
3 <LOD F* A BCD * AB ABC*
627,445+572 328,648 +45067 22156,717 +3256,415 76,568 +9,713  1721,595 + 239,165
6 <LOD G* A D* AB BCD*
404,684+1,351 296,873+9,112 21525963 +4310,721 49,973 +2,708  2162,342 + 630,683
9 <LOD E* A CD* A BCD*
155,535+ 0,122 584,546+ 18,342 17372,412+1928,593 97,884 +4,464  3454,549 + 285,085
12 <LOD E* AB BCD* AB D*
155,535+ 0,122 584,546+ 18,342 17372,412+1928,593 97,884 +4,464  3454,549 + 285,085
15 <LOD D* B BCD * AB D *
268,986 £ 55,586  23947,79 + 3980,901 48,543+ 10,819  2334,872 £ 14,708
18 <LOD <LOD A D * A CD*
54,523+0,416 413,027 +13,547 10198,871+702,331 118,165+17,457 976,823 + 167,924
24 <LOD Cc* A ABC * B ABC*
15,642 +1,061  247,923+21,934  8324,181+495,162 78,167 + 8,882 535,302 + 78,847
30 <LOD B* AB AB* AB AB*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.
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FIGURA 10: Concentragéo (ug.g') de Fe nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de
30 dias. (*) = diferenca significativa em relacdo ao controle.
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4.4.3. Aluminio
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A concentracdo de Al determinada para as diversas amostras se encontra representada

na Tabela 9. O padrao de bioacumulagcdo do Al nas amostras de visceras e filé no grupo

controle e exposto é apresentado ilustrados na Figura 11.

TABELA 9: Concentracéo de Al na agua (ug.L™?) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g?) de

Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao pé preto durante os 30 dias de

exposicao expressos como média + erro padrao. Letras diferentes = diferenca significativa entre

dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05); (*) = diferenca significativa em relacéo ao controle

( P<0,05)
Dia CH EH cv EV CF EF
69,011 + 0,356 63,301 +£15,031 119,396 +29,345* 31,169+4,893  45,579+1,73
0 C <LoQ * A A AB A*
69,734 +0,254 553,986 +3,235 91,485+39,454 2108,635+ 228,106 22,178+4,098 97,431+16,471
3 C F* AB BCD * AB AB *
645,829+1,116 52,319+ 14,831 2474,802 + 132,048 32,381+3,815 241,061+44,45
6 <LOQ G* A D* AB BC *
70,67 +£0,147 481,874+1,676 43,699 + 2,595 2684,862 +450,57 22,061+1,46 258,429 +59,217
9 D E* A D* AB BCD*
267,896 + 1,05 78,954 +7,81 2402,665 + 289,705 42,557 +3,349 340,521 + 38,562
12 <LOQ D* AB BCD* A D*
267,896 £1,05 145,142 +17,363 2402,665 + 289,705 42,557 +3,349 340,521 + 38,562
15 <LOQ D* B CD* B CD *
90,226 + 0,587 56,697 £ 9,737 2468,265 + 153,063 32,061 + 8,888 303,157 + 29,182
18 <LOQ B* A D* AB CD*
167,948 £0,348 80,728 £1,613 1403,784 +50,442  41,839+3,628 160,27 + 39,523
24 <LOQ c* AB BC * B AC*
166,963 + 1,753 29,972 + 4,823 1113,479+ 73,749  28,56+4,861  87,35+12,315
30 <LOD c* A AB * AB AB*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.
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FIGURA 11: Concentragdo (ug.gl) de Al nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de
30 dias. (*) = diferenca significativa em relacéo ao controle.
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4.4.4. Zinco
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A concentracdo de Zn determinada para as diversas amostras se encontra representada

na Tabela 10. O padrdo de bioacumulacdo do Zn nas amostras de visceras e filé no grupo

exposto e controle é apresentado ilustrados na Figura 12.

TABELA 10: Concentracdo de Zn na agua (ug.L™?) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g™?)

de Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao p6 preto durante os 30 dias

de exposicao expressos como média + erro padréo. Letras diferentes = diferenca significativa

entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05); (*) = diferenca significativa em relagcdo ao
controle ( P<0,05)

Dia CH EH cv EV CF EF
9,816 £ 0,108 4,795 +0,278  243,049+43,593 126,783 £27,335  146,232+3,25 146,359+1,716
0 CD A* BC A AB AB
9,816 +£0,216 29,322 +0,18 102,685 £ 40,44 194,015+7,226 115,867 + 23,142 156,782 +11,521
3 CD G* A BC* A ABC*
7,12 +£0,05 35,732+0,095 217,034+14,086 246,896 + 10,26 168,916 £ 2,35 161,029 + 10,29
6 AB H* BC Cbh* AB ABC
9,052+0,082  22,538+0,124 189,108 + 4,886 226,255+4,801 170,352+10,443 152,565+ 9,027
9 BC F* ABC Cbh* AB AB
11,291 +0,407 20,308 £0,033 197,169 + 7,365 191,927 + 8,449 180,036 £+1,988 217,493 +17,286
12 DE E* ABC BC AB D*
12,776 £0,092 18,446 £0,139 262,397 £9,767  273,394+20,402 187,032+7,52 191,062 + 20,486
15 E D* C D B BCD
10,905 +0,284 9,462 + 0,096 153,613 £33,762 244,429 + 3,408 118,433 £30,8 211,133 +12,645
18 CDE A* AB Ch* A CD*
167,721 £ 11,415
9,307 £ 0,278 8,334+0,15 196,591 £ 5,764 204,815+7,616 179,554 +11,91 ABCD
24 CD c ABC BC AB
6,225 + 0,041 5,221 + 0,386 152,343 £5,126 168,532 +2,834 175,591 +12,59 124,956 + 5,434
30 A B AB AB* AB A*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.




36

FIGURA 12: Concentragéo (ug.gt) de Zn nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de
30 dias. (*) = diferenca significativa em relacéo ao controle.
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4.4.5. Manganés
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A concentracdo de Mn determinada para as diversas amostras se encontra

representada na Tabela 11. O padrao de bioacumulagdo do Mn nas amostras de visceras e filé

no grupo controle é apresentado se encontram ilustrados na Figura 13.

TABELA 11: Concentragdo de Mn na agua (ug.L™) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g™?)

de Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao p6 preto durante os 30 dias

de exposicao expressos como média + erro padréo. Letras diferentes = diferenca significativa

entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05); (*) = diferenca significativa em relagcdo ao
controle ( P<0,05)

Dia CH EH eV EV CF EF
4,289 + 0,168
0 <LOD <LOD 5,617 +0,848 A 10,009 * 2,966 A AB 3,999 + 0,043 A
37,579 + 0,168 170,852 + 13,208 10,401 + 1,607
3 <LOD c* 5,437 + 2,244 A BC* 3,741+ 0,586 A AB*
198,963 + 10,764 4,505 + 0,329
6 <LOD  44,12+0,31D* 6,284 +0,734 A C* AB 23,54 + 3,173 CD*
22,642 0,135 207,756 +34,648 4,878 + 0,39
9 <LOD B* 7,703 £ 0,503 A C* ABC 26,093 + 4,209 D*
22,047 £0,111 10,613 +0,433 141,907 + 18,63
12 <LOD B* AB BC* 7,573 0,407 C 29,587 + 4,786 D*
10,397 £0,076 13,801+1,858 198,101+21,047 7,157 + 1,102
15 <LOD A* B C* BC 26,579 £ 2,115 D*
209,629 £ 16,029 4,214+ 1,017
18 <LOD <LOD 7,3+1,496 A C* AB 27,577 + 2,232 D*
15,653 +0,781 114,929 + 4,066 17,873 + 2,949
24 <LOD <LoQ B B* 7,742 0,356 C BCD*
5,736 + 0,855 11,27 £ 0,217
30 <LOD <LOD 7,026 £1,34A 96,9 + 4,853 B* ABC ABC*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.
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FIGURA 13: Concentragéo (ug.gt) de Zn nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de
30 dias. (*) = diferenca significativa em relacéo ao controle.
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4.4.6. Chumbo

A concentracao de Pb determinada para as diversas amostras se encontra representada
na Tabela 12. O padrdo de bioacumulacdo do Pb nas amostras de visceras e filé no grupo
control e exposto é apresentado ilustrados na Figura 14.

TABELA 12: Concentracdo de Pb na agua (ug.L™) e nas visceras (V) e filé (F) (ug.g™)
de Oreochromis niloticus dos grupos controle (C) e expostos (E) ao p6 preto durante os 30 dias
de exposicao expressos como média + erro padréo. Letras diferentes = diferenca significativa
entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05); (*) = diferenca significativa em relacdo ao
controle ( P<0,05)

Dia CH EH cv EV CF EF
5,345+ 0,215
0 1,107+ 0,019 B <LoQ 0,788 £ 0,022 A A* 1,542 +0,055A 0,226 £0,023 A*
3,232 £ 0,045 12,653 +1,4
3 0,887+ 0,001 A c* 3,28+1,414 AB BCD* 0,407 £ 0,056 A <LOQ
14,794 + 0,183 13,823 +0,772
6 <LOQ E* 3,01+£0,733 AB CD* 2,652+0,364 A <LOQ
2,136 £ 0,028 18,269 * 3,466
9 6,047 £0,063 D B* 4,12+ 1,328 AB D* 1,31+0,11A 1,939+ 0,144 BC
19,087 +£0,021 4,749 +£0,015 11,332 +£1,629
12 B D* 3,83+1,112 AB BCD* 1,182+0,415A 1,749+0,414C
0,978 £ 0,004 13,394 +£1,782
15 <LOD A* 5,592+0,88B CD* 1,418+0,384 A 0,972 + 0,058 ABC
2,703+0,671 14,609 +1,597
18 1,456 £ 0,019 C <LOD AB CD* 0,801+0,15A 1,089 +0,223 ABC
1,898+0,315 7,266+0,417 0,974+0,178
24 <LoQ 2,26 £ 0,01 B* AB ABC* A 0,851 +0,191 AB
1,902 £ 0,346 5,849+ 0,52
30 <LOD <LOD AB AB* 1,758 +0,172 A 0,193 £ 0,002 A*

CH: agua grupo controle; EH: agua grupo exposto ao MPAS; CV: visceras controle; EV: visceras grupo

exposto ao MPAS; CF: filé controle; EF: filé exposto ao MPAS.




40

FIGURA 14: Concentragéo (ug.g™) de Pb nas visceras e filé de O. niloticus ao longo de
30 dias. (*) = diferenca significativa em relacéo ao controle.
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Para todos os metais avaliados (Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb) houve um aumento de
concentracao nas visceras e no filé do grupo exposto ao MPAS em relagédo ao grupo controle e
ao longo do tempo. O Cu aumentou nas visceras nos dias 6, 9 e 15 de exposi¢cdo ao MPAS e
nos dias 12 e 15 no filé quando comparados ao dia 0. Para o Fe, as concentra¢cfes dos dias 3
ao 18 das visceras e 6 al8 do filé apresentaram aumento quando comparados ao dia 0. Para o
Al verificou-se aumentos significativos em todos os dias exceto o dia 30 para visceras e nos dias
6 ao 18 para filé comparando ao dia 0. Para o Mn, o aumento foi em todos os dias de exposi¢céo
guando comparados ao dia O para as visceras e file, exceto o dia 6 para o filé. No caso do Pb,

houve aumento nos dias 3 a 18 comparados ao dia 0 para visceras e apenas dia 9 e 12 para filé.

Quando analisamos 0s metais na agua no grupo exposto, verificamos concentracdes
superiores as do dia 0 e em relagdo ao controle. Considerando ainda o sistema semi-estatico de
exposicao, seria seguro assumir que a bioacumulacéo dos metais ocorrera, tendo sua origem no
MPAS.
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Comparando ainda as concentracdes dos metais nas visceras com o filé, constatamos
valores maiores para as visceras para todos 0os metais analisados. Desse modo, supde-se que
a acumulacao destes metais ocorre preferencialmente nas visceras, pelo menos num periodo de
exposic¢ao de 30 dias.

4.5. Fator de Bioacumulacgéao

Os valores de BCF calculados para os metais analisados nas amostras do grupo exposto
estdo apresentados nas Tabelas 13. O BCF estabelece uma razdo entre a concentragdo no
organismo e a no meio, de modo que valores positivos de BCF acima de 1 caracterizam
bioacumulagdo. No presente trabalho, verificaram-se valores de BCF acima de 1 em todos os
metais analisados para o grupo exposto ao longo do experimento com excec¢do do Mn e Pb para
os dias 0,18,24 e 30 (Tabela 13).

No geral os metais analisados apresentaram um comportamento comum no padrao de
bioacumulagdo para os peixes expostos. Este padrdo foi caraterizado por um aumento
significativo nas concentracdes nos primeiros dias (dia 3 e 6 para todos os metais). Esse aumento
atingiu um maximo (pico) seguido entédo pela diminuig&o gradual das concentragdes. No caso do
Al e Mn verificamos a concentracdo maxima nos dias 9 e 12 para visceras e filé, respetivamente.
Para o Fe e Pb, a concentracdo maxima ocorreu nos dias 6 e 9 nas visceras e 15 no filé,

respetivamente.

A Tabela 13 apresenta os valores de BCF calculados para os metais analisados nas

amostras do grupo exposto.
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TABELA 13: Valores de BCF para Cu, Fe, Al, Mn, Pb e Zn nas amostras peixes do grupo exposto
ao MPAS, expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes = diferenca significativa entre

dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05)

DIA Cu Fe Al Mn Pb Zn
0 10,06+6,73 DE - - - - 56,97 £17,13D
3 3,68+0,73A 36,01+ 14,7 A 3,98+1,21A 4,82 +1,06 A 3,98+1,25A 11,96 +0,93 A
6 4,97 +0,79 AB 38,06 £ 13,69 A 421+051A 5,05 +0,63 A 0,98 +0,19 A 11,42+0,11 A
9 5,43+0,67 ABC 58,56 £ 32,7 A 6,11+297AB 10,34 14,83 B 9,19 5,01 B 16,82+ 1,73 AB
12 6,77 +1,18 ABCD 54,08 £ 21,18 A 9,38+393B 7,78+2,99AB 2,75112 A 20,16 + 3,11 AB
15 8,83 +1,45BCD 133,89 +32,16B 10,24+3B 21,59+7,36 C 14,7 £5,16 C 25,16 +1,91B
18 13,74 +2,8 E - 30,71+£5,09C - - 48,1+3,36 CD
24 9,49+1,6 CD 204,83+41,75C 9,31+1,468B - 3,49 0,77 A 44,73 +6,34C
30 8,52+0,23BCD 571,44 +10043D 7,2+1,29AB - - 56,77 +£4,28 D




43

4.6. Biomarcadores nas branquias de O. niloticus

4.6.1. Metalotioneina em branquias de O. niloticus

A concentracdo de metalotioneina nas amostras de branquias do grupo controle e

exposto ao MPAS estédo apresentadas na Tabela 14. N&o foi verificada diferenca entre os grupos

e ao longo dos 30 dias de experimento (Tabela 14)

TABELA 14: Concentragbes de metalotioneinas presentes nas diferentes amostras,

expressos como média + desvio padrdo na unidade de ng de MT/mg de proteina. Letras

diferentes = diferenca significativa entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p > 0,05);

(*)=diferenca significativa em rela¢do ao controle ( P<0,05).

DIA CONTROLE EXPOSTO
DO 6,11+1,82A 3,05+1,27A*
D6 6,68+ 3,43 A 7,39+2,26 B
D12 6,88+2,13 A 8,57+4,698B
D18 6,11+1,77 A 6,94+3,14AB
D24 6,61+1,68A 563+2,35A8B
D30 4,88+1,82A 540+155A8B
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FIGURA 15: Variacdo da concentragcdo de metalotioneina (ng de MT/mg de proteina) nas
amostras de branquias de O. niloticus ao longo dos 30 dias de experimento. Letras diferentes =

diferenca significativa entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p>0,05); (*) diferenca significativa
em relagéo ao controle ( P<0,05)
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4.6.2. Histopatologias em branquias de O. niloticus

A frequéncia e as alterac¢des histopatoldgicas registradas para o grupo controle e exposto
se encontram na Tabela 15. Dentre estas, as que tiveram maior frequéncia foram a hipertrofia do
epitélio lamelar (HPT) e hipertrofia de iondcitos (HI), com frequéncias acima de 15% em diversas

ocasifes para o grupo exposto ao MPAS. Representacdes visuais destas patologias podem ser
constatadas na Figura 16.
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FIGURA 16: Alteracdes histoldgicas das branquias e sua variagao ao longo dos dias 0 (A
e B, controle e exposto respetivamente), 12 (C e D, controle e exposto respetivamente) e 30 (E
e F, controle e exposto respetivamente). Setas pretas indicam hipertrofia do epitélio lamelar; *

indica hipertrofia dos ionécitos.
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TABELA 15: Frequéncia (%) das altera¢des Histopatologicas registradas nas branquias

de O. niloticus nos grupos controle e exposto ao MPAS

Controle

DO D6 D12 D18 D24 D30
Hipertrofia do epitélio lamelar 40,7 15,8 10,9 11,2 9,9 5,9
Hiperplasia do epitélio lamelar 0,7 0,4 0,1 0,1 0,1 0
Dilatagdo do canal marginal 7,3 2,2 2 1,7 2,6 2,3
Constri¢cao do sistema de células pilares 0 0 0 0 0 0
Fusao parcial de lamelas 4,3 0,3 0,5 0,9 1,4 0,1
Aneurisma lamelar 0 0,2 0,1 0 0,1 0
Ruptura epitelial 1,4 0,5 0,1 0,2 0 0
Hipertrofia iondcitos 8 19,5 3,3 5 4 2,8
Proliferacdo iondcitos 3,5 6,3 0,7 1,6 1,4 1,5
Descolamento epitelial 0,4 3,2 7,3 0,7 0,1 0,1

Exposto

DO D6 D12 D18 D24 D30
Hipertrofia do epitélio lamelar 28,9 31 19,5 28,2 28 21,1
Hiperplasia do epitélio lamelar 0,8 0 0,2 0 0 0,1
Dilatagdo do canal marginal 2,3 3,7 2,4 3,5 5,1 6,7
Constrigao do sistema de células pilares 0 0 0 0 0 0
Fusdo parcial de lamelas 3,4 1,9 1,1 4,1 1,2 0,2
Aneurisma lamelar 0,2 0 0 0 0 0
Ruptura epitelial 0,6 0,7 0,1 0 0,2 0
Hipertrofia iondcitos 3,3 53,7 71,6 63,7 19,5 14,3
Proliferacdo iondcitos 1,8 10 18,7 16,6 5 8,9
Descolamento epitelial 0,8 1,4 0,2 0,3 0,2 0

O grupo exposto ao MPAS apresenta uma maior frequéncia de alteracdes histoldgicas

guando comparada ao grupo controle (Tabela 16). Entretanto, mesmo os maiores valores de IAH

para ambos os grupos, 2.08 e 2,94 (controle e exposto respetivamente), ndo ultrapassaram 10,

indicando que as patologias ndo comprometeram a funcionalidade do 6rgéo.
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TABELA 16: indice de alteracéo histologica para amostras de Branquia do grupo Controle
e Exposto. Letras diferentes = diferenga significativa entre dias de um mesmo grupo (coluna)(p

> 0,05). (*) = diferenca significativa em relag&o ao controle (P<0,05)

Dia Controle Exposto
DO 2,08+0,47C 1,22+0,14A
D6 1,60+ 0,36 BC 2,70+0,46 B
D12 0,69+0,21 AB 2,76 £ 0,00 B
D18 0,54 £ 0,34 AB 2,94 £ 0,06B
D24 0,55+ 0,20 AB 2,06 £ 0,34 AB
D30 0,20+ 0,08 A 1,98 + 0,07AB

FIGURA 17: Variacao do IAH de branquias, expresso em média, ao longo dos dias e

diferencgas entre grupos (*)=diferenca significativa em relagéo ao controle (P<0,05)
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4.7. Correlagdo de Spearman

A correlacdo de Spearman foi calculada para determinar a interdependéncia de diversos
pardmetros. Nas tabelas apresentadas em seguida, apresentaram-se apenas 0s valores
significativos. Os valores variam entre 0 e 1 (0 a 100%). Este valor traduz o grau de

interdependéncia entre os parametros.

TABELA 17: Valores de correlagdo apds teste Spearman, comparando as diferentes
amostras: Cu com biomarcadores branquiais. Cu-H: cobre na agua; Cu-V: amostras viscerais do
cobre; Cu-F: amostras do filé do cobre; Cu-T: soma material visceral e filé; Metalo:
metalotioneinas: IAH: indice alteracéo histopatoldgica

Cu-H Cu-V Cu-F Metalo IAH
Cu-H - - - 0,2553 0,4412
Cu-F - - - - -
Cu-V 0,3287 - - - -
Cu-T 0,3167 0,9077 0,5059 - -

TABELA 18: Valores de correlagdo apés teste Spearman, comparando as diferentes
amostras: Fe com biomarcadores branquiais. Fe-H: ferro na agua; Fe-V: amostras viscerais do
ferro; Fe-F: amostras do filé do ferro; Fe-T: soma material visceral e filé; Metalo: metalotioneinas

- IAH: indice alterac&o histopatoldgica.

Fe-H Fe-V Fe-F Metalo IAH
Fe-H - 0,6623 - - 0,5125
Fe-F - - - - 0,7223
Fe-V 0,6917 - - 0,5444
Fe-T 0,6908 0,9908 0,847 - 0,5331
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TABELA 19: Valores de correlagdo apos teste Spearman, comparando as diferentes

amostras: Al com biomarcadores branquiais. Al-H: aluminio na 4gua; Al-V: amostras viscerais do

aluminio; Al-F: amostras do filé do aluminio; Al-T: soma material visceral e filé; Metalo:

metalotioneinas; IAH: indice alterag&o histopatoldgica.

Al-H Al-v Al-F Metalo IAH
Al-H - - 0,7561 0,2034 0,7908
Al-F - - - - 0,5378
Al-vV 0,8099 0,8176 - - 0,5387
Al-T 0,8072 0,9879 0,8778 - -

TABELA 20: Valores de correlagdo apoés teste Spearman, comparando as diferentes

amostras: Cu com biomarcadores branquiais. Zn-H: zinco na agua; Zn-V: amostras viscerais do

zinco; Zn-F: amostras do filé do zinco; Zn-T: soma material visceral e filé; Metalo:

metalotioneinas; IAH: indice alteracéo histopatologica.

Zn-H Zn-V Zn-F Metalo IAH
Zn-H 0,3512 - - 0,4371 -
Zn-F - - - - -
Zn-V 0,4431 - 0,3002 - 0,3811
Zn-T 0,4176 0,8062 0,7263 - -
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TABELA 21: Valores de correlagdo apos teste Spearman, comparando as diferentes

amostras: Cu com biomarcadores branquiais. Mn-H: manganés na &agua; Mn-V: amostras

viscerais do manganés; Mn-F: amostras do filé do manganés; Mn-T: soma material visceral e filé;

Metalo: metalotioneinas; IAH: indice alterac&o histopatoldgica.

Mn-H Mn-V Mn-F Metalo I1AH
Mn-H - - 0,6199 - 0,4607
Mn-F - - - 0,2183 0,4046
Mn-V 0,6015 - 0,8615 - 0,3727
Mn-T 0,6027 0,9902 0,9019 - -

TABELA 22: Valores de correlagdo apés teste Spearman, comparando as diferentes

amostras: Cu com biomarcadores branquiais. Pb-H: chumbo na agua; Pb-V: amostras viscerais

do chumbo; Pb-F: Amostras do filé do chumbo; Pb-T: soma material visceral e filé; Metalo:

metalotioneinas: IAH: indice alteracéo histopatologica.

Pb-H Pb-V Pb-F Metalo IAH
Pb-H - - - 0,2277 -
Pb-F - - - - -
Pb-V 0,2628 - - - 0,5124
Pb-T 0,2632 0,9677 - - 0,556

Analisando as correlagfes, verificamos uma maior correlacdo das visceras, quando

comparadas ao filé, com a concentragéo total do metal no organismo para todos os metais (Cu,

Fe, Al, Pb, Zn, Mn, Pb) (Tabela 17 a Tabela 22).

Avaliando ainda a correlacéo obtida, verificamos a auséncia de correlagédo entre a Fe e

Mn com MT (Tabela 18, Tabela 21). Quanto aos demais metais (Cu, Zn, Al, Pb) verificamos uma

correlacdo positiva em torno de 0,25 com a concentragdo dos metais na adgua. Desse modo,

assumimos que 25% do nivel de MT encontrado se deve a presenca desses metais na agua.

Aumentos e reducdes na concentracdo dos metais seriam responsaveis por variacdes na

concentracdo de metalotioneinas presentes na branquia proporcionalmente numa razao de 1:4

aproximadamente. Em situacdes que as concentracdes dos metais analisados forem superiores

aos constatados no presente estudo, é esperado um aumento pronunciado na concentracédo de

MT.
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5. DISCUSSAO

5.1. Parametros Fisicos e quimicos da agua e Solubilidade MPAS

O aumento na concentracdo de metais na dgua apoés adicdo do MPAS, neste estudo,
corrobora o estudo de Souza et al. (2021b) que mostrou o potencial de desagregacédo do MPAS
em ambiente aquoso, liberando metais e nanoparticulas na agua de forma a torna-los
biodisponiveis. Assim, verificou-se que a introdu¢cdo do MPAS na agua do grupo exposto

aumentou a concentracao de metais.

E esperado que a presenca destes metais altere as condigdes fisicoquimicas do meio
aquoso. Todavia, as alteragfes na agua ocorreram apenas em relagdo a condutividade que
depende do perfil e concentracdo de solutos dissolvidos com potencial ionizante, como céations
e anions (BHATERIA; JAIN, 2016). O aumento da condutividade da agua dos aquarios do
grupo exposto estaria associado a presenca dos diversos metais e nanoparticulas que
constituem o MPAS. Corraborando com essa hipétese, BILGIN; UMUT (2016) demonstrarem
correlagdes positivas entre a condutividade medida em amostras de agua coletadas no Rio

Coruh (Turkia) e os metais Zn, Cd, Co, Cu, Mn encontrados nestas mesmas amostras.

As diferencas entre a concentragdes nominal dos metais e medida na agua do grupo
exposto foram previstas, uma vez que, parte do material particulado se deposita no fundo do
aquério ficando apenas uma pequena parte dissolvida na 4gua. A diferenca na solubilidade dos
metais esta associada as carateristicas de cada metal e a influéncia de parametros da agua
como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e atividade biol6gica de organismos (NAMIESNIK;
RABAJCZYK, 2015). No entanto, no presente trabalho ndo se verificaram diferencas para os
parametros avaliadas da agua, assumindo-se entdo que a diferenca residiria principalmente
nas caracteristicas intrinsecas dos metais e/ou atividade biologica de organismos.

Como MPAS, o comportamento dos metais na agua apresenta carateristicas
influenciadas pelo tamanho, como por exemplo a solubilidade. JIANG et al. (2015) avaliando
MPA da regido urbana portuaria de Hong Kong, China, constatou uma solubilidade maior para
particulas < 2.5 ym quando comparados aos de 2,5 — 10 um. A diferenga no tamanho poderia
entdo ser um dos fatores determinantes para a solubilidade geral dos metais no presente
trabalho. JIANG et al., (2014) reforca a maior solubilidade para PM 2,5 constatando ainda que
dos metais analisados Zn, Cd, V, Cu e Mn apresentaram, como PM, maior solubilidade geral

em contraste a Cr, Fe, Ni e Al com menor solubilidade. Com a exce¢édo do Al, a ordem de
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solubilidade relatada em agua se assemelha com a do presente trabalho reforcando entéo o
tamanho das particulas metalicas como fator responsavel pelas diferencas na solubilidade
destes metais. No caso do Al e Pb, a sua solubilidade é diretamente afetada pelo pH, diminuindo
guanto mais proximo o pH ao neutro (pH 7) (WILLIAMS, 1999;WOO0D; FARRELL; BRAUNER,
2012) que foi o registrado para presente trabalho. Desse modo, o pH seria o fator limitante da
sua solubilidade no lugar do tamanho.

J& a variacao no decorrer do experimento, com a queda na concentra¢do na agua dos
metais poderia ser associada ao sequestro destes metais para forma insoltvel pelo material
organico. O sequestro de Pb por muco e escamas de peixe resultando na diminuicdo da
concentracdo na agua ja foi descrito por COELLO; KHAN (1996). Adicionalmente, HOLLIS;
MUENCH; PLAYLE, (1997) mostraram o potencial que matéria organica dissolvida (DOM)
possui de complexar com Cu, diminuindo a sua disponibilidade na &gua.

Verificamos que mesmo com a remocéo de dejetos depositados e a renovacéo parcial
da 4gua experimental e MPAS, a reducéo na concentracdo dos metais em relacéo ao inicio do
experimento se manteve. Sendo assim 0 aumento com o tempo, acumulo e persisténcia de
DOM na coluna de 4gua poderia realmente ser responsavel pela variagdo na solubilidade dos
metais na agua. Futuramente, a determinacgéo e caraterizagdo do perfil de DOM em paralelo a

dos metais, poderia elucidar a relagdo de DOM com a solubilidade do MPAS.

5.2.  Dinamica de bioacumulac&o de metais

5.2.1. Bioacumulacao

A bioacumulagédo corresponde a um processo na qual ocorre a captacdo e aumento
subsequente da concentracdo de substancias/contaminantes no organismo exposto ao meio
contendo essas substancias (FERNICOLA et al., 2003). As rotas de entrada, em peixes, podem
ser pelas brénquias ou pele, ingestdo de material suspenso ou ingestdo de alimentos
contaminados. A concentragdo do metal no organismo é determinada pela razdo entre as
cinéticas de captacao e excrecdo (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003a).

A acumulacéo de metais em peixes ja foi descrita em outros estudos. JAYAPRAKASH et
al. (2015) investigaram a presencga de metais na agua e sedimento e a acumulacdo em seis
espécies diferentes de peixe: Sillago sihama, Liza parsia, Etroplus suratensis, Oreochromis
mossambicus, Arius parkii e Gerres oyena; na bacia de Ennore, na india. Correlacionaram a

presenca de Fe, Mn, Cr, Cu, Ni, Co, Pb, Zn, Cd no sedimento e na &gua com as concentracdes
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determinadas nos peixes. O potencial de bioacumulac¢do desses metais foi evidenciado com os
valores de BAF positivos relacionando a concentracéo determinada no sedimento e agua com a
determinada no musculo, figado e branquias. TREVIZANI et al. (2019) relataram a presenca de
Cu, Cr, Ni, Pb, Zn, Hg, As e Se no complexo de estuario de Paranagua, lagoa estuarina
Cananéia-lguape e complexo estuariano de S&o Vicente. Estes autores determinaram a
concentracdo destes metais na dgua e nos tecidos dos peixes Stellifer rastrifer, Paralonchurus
brasiliensis, e Isopisthus parvipinnis concluindo que ocorreu bioacumulacdo dos metais nas
espécies. LOBOS et al. (2019) relataram a presenca dos metais Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em
musculo, figado e branquias de Salmo salar e na 4gua em piscultura na Regido de Los Lagos,
regido sudeste do Chile e estabeleceram uma correlagdo com a concentracao de metais na agua
e nos orgdos demonstrando o potencial destes metais de bioacumular no figado (Cu e Fe) e

branquias (Mn e Zn).

Em relacéo a acumulacao preferencial em diferentes tecidos, RAJESHKUMAR e LI (2018)
demonstram em Cyprinus carpio e Pelteobagrus fluvidrac maior bioacumulacéo total de metais
(Cr, Cu, Cd, Pb) em figado e branquias e menor no musculo. ALI et al., (2019) em seu estudo
com Channa gachua relataram maior bioacumulagdo de Cu em branquias e figado quando
comparados ao musculo. Este fendbmeno se deve provavelmente a natureza dos metais e ao seu
mecanismo transporte e absorcao nos tecidos do organismo. No caso do Cu, h& evidéncias que
uma das principais rotas de entrada no organismo seriam as branquias. A captacdo do Cu pela
branquia se daria entao via canais apicais de Na* ou em virtude a sua afinidade em se ligar
covalentemente em grupos SH de Na+/K+-ATPase presentes no 6rgao (VALERIA et al., 2014).
No figado, a absorcao e estocagem do Cu se deve a sua afinidade pelo grupamentos SH das
metalotioneinas, que se encontram em altas concentracdes no mesmo (HAUSER-DAVIS et al.,
2014). SIMONATO et al. (2016) demonstraram que exposicado do peixe Prochilodus lineatus a
concentracdes de 9 e 20 ug.L' de Cu podem promover alteragbes como: aumento de
lipoperoxidacdo no figado; danos no DNA de eritrocitos; inibicdo de aceticolinesterase no
musculo e cérebro, ocasionando eventualmente perda no desempenho natatério e exploratério.
A concentracao do trabalho citado foi inferior ao do presente trabalho, no entanto os 6rgaos alvos

foram diferentes.

A estocagem de Fe em excesso na forma de heme proteina e ferritina no figado além do
sequestro pela metalotioneina constituiria 0 mecanismo de acumulagéo preferencial deste no
figado (JAVED et al., 2016;ABDEL-KHALEK; BADRAN; MARIE, 2020). Apesar de ser um metal

essencial, concentragdes em excesso de Fe podem impactar negativamente a homeostase do
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organismo (RANJITHA; P, 2020). SINGH et al. (2019) avaliaram alteracGes fisiolégicas e
histol6gicas no peixe Labeo rohita mediada pela exposicao a ferro nas concentra¢des de 8,25 ,
16,51 e 33,01 mg.L* (concentracdes superiores as do presente trabalho) em intervalos de 24 ,48
, 72 e 96h. Neste trabalho os autores constataram aumento na peroxidagdo lipidica com
diminuicdo concomitante da catalase e super 6xido dismutase em todas as concentracées do
grupo exposto e ainda alteragdes histolégicas nas branquias como fusdo lamelar, hiperplasia e
levantamento epitelial. Demonstraram que a severidade das alteracdes estava diretamente

relacionada a concentracao e tempo de exposicao.

Para o aluminio, a entrada no organismo ocorre principalmente pelas branquias
associada com acumulacdo em demais 6rgdos ocorrendo de forma mais lenta (EXLEY;
CHAPPELL; BIRCHALL, 1991). Desse modo, o principal sitio de toxicidade do aluminio no
organismo ocorre no tecido branquial, com ligagédo do metal a grupos funcionais apicais da lamela
e em células epiteliais promovendo disfungbes iono e osmorregulatorios. CAMARGO;
FERNANDES; MARTINEZ (2009) avaliaram o impacto de Al em pH 5 no peixe Prochilodus
lineatus. Apo6s exposicdo a 195 ug.L* de Al e constataram uma reducéo nos ions plasmaticos e
na osmolaridade e ainda reducdo em 50% da atividade da enzima Na*/K*—ATPase branquial.
Apesar da concentracdo de Al do trabalho de CAMARGO ser inferior & do presente trabalho, o
pH registrado de ambos séo diferentes o que influenciaria a solubilidade e biodisponibilidade do
mesmo e consequentemente a toxicidade. Estas disfun¢cdes podem ainda eventualmente pode
acarretar na perda de desempenho cardio-respiratério na natacdo, apetite, do crescimento e
sucesso reprodutivo (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2012).

No caso do Zinco, um elemento essencial que ja ocorre naturalmente no organismo, rotas
de entrada correspondem a captacao pelas branquias quando disponivel na agua e pelo intestino
através da dieta (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2011). O Zn é um antagonista de Ca, de modo
gue a exposicao de Zn na agua pode levar a hipocalemia em peixes por inibir a captagéo de Ca
pelas branquias (HOGSTRAND; REID; WOOD, 1995). LUCIA et al., (2012) expuseram o peixe
Fundulus heteroclitus a uma concentracdo subletal de Zn (500 ug.L ) por 96h variando ainda a
salinidade do meio. Avaliaram os efeitos para marcadores de estresse oxidativo nas branquias,
figado, rim e masculo. Constaram que para a 4gua doce, 0 Zn promovera altera¢cdes semelhantes
para todos os tecidos com reducédo na atividade da superéxido dismutase (SOD), glutationa S-
trasnferase(GST), glutationa(GSH) e catalase, confirmando o potencial do Zn como estressor
oxidativo. A concentracdo no estudo de Lucia e colaboradores foi superior as concentracées de

Zn no presente trabalho.
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A principal rota de entrada de Pb pelo trato digestivo mediante ingestdo estaria
relacionada a capacidade de “mimetismo” de outros metais e ions e se ligar a seus
transportadores especificos. Na branquia e na epiderme, por exemplo, ocorre pela ligagdo em
canais de Ca nos iondcitos. A captacéo e transporte no interior do organismo ocorre por ligantes
e transportadores de Zn e Fe (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2012). O Pb apresenta alta
toxicidade para peixes desencadeando respostas deletérias como estresse oxidativo,
neurotixicidade e imunocomprometimento (LEE et al., 2019). EROGLU et al. (2015) avaliou efeito
gue metais pesados teriam no metabolismo oxidativo do figado de Oreochromis niloticus. No
estudo, a exposicdo no caso de Pb em concentragées de 1 ug.mL? (equivalente a 1000 ug.L™,
concentracdo superior a do presente estudo) ocasionou aumento da atividade da GST e
diminuicdo da GSH.

A diferenca evidenciada pra acumulacdo dos metais nas visceras preferencialmente ao
filé residiria entdo na rota de entrada e principais tecidos de metabolizagdo como figado e rim. A
branquia pelo seu contato direto com o0 meio poluido seria dos primeiros tecidos a bioacumular,
ocorrendo subsequentemente o transporte dos metais pelo sangue aos demais tecidos e
acumulagéo nestes. Isto é evidenciado por STRUNGARU et al. (2018) que avaliaram o padrédo
de acumulacdo de Cu e Cd em 8 espécies peixes no rio Prut, Roménia, no periodo de 3 meses.
Dentre os resultados constataram um acumulo preferencial e superior destes metais no figado e
rins comparados ao acumulo no sangue, gbnadas, trato digestério, branquias e musculo. De fato,
padrao similar é evidenciado por ANANDKUMAR et al. (2018) ao determinar a concentracéo de
metais (Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Rb, e Pb) em 7 espécies distintas peixes ( 2 pelagicos e 5
demersais) coletados na costa de Miri, Malasia. Concluiram que a sequéncia de acumulacao dos

metais nos diferentes tecidos seria: figado > branquia > gbnada > musculo.

5.2.2. Padréo de bioacumulagéo

No geral, os metais analisados apresentaram um padrdo de bioacumulagdo no grupo
exposto. Este padréo foi caraterizado por um aumento significativo nas concentragdes de metais
nas visceras nos primeiros dias de exposicdo até atingir um maximo (6 a 15 dias, dependendo
do metal) seguido entdo por uma diminuicdo gradual. A diferenca no periodo para atingir a
concentracdo maxima nas visceras e filé reforca a tendéncia ao acimulo preferencial em tecidos
viscerais ja descrito por RAJESHKUMAR e LI (2018). O pico descrito no padrao representa o
periodo de saturacao na cinética de captacdo e transporte para os tecidos viscerais (VALERIA

et al.,, 2014). A taxa de excrecdo total de cada metal no organismo seria entdo diretamente
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dependente do principal 6rgdo de acumulacdo. MANSOURI & EBRAHIMPOUR (2011)
ressaltaram diferencas na bioacumulacéo e excrecdo de Ni em diversos tecidos e registraram
gue a acumulacao deste metal seguia preferencialmente a seguinte ordem branquias> figado >
musculo > pele; em contraste, a excrecdo ocorria preferencialmente via branquias > pele >

musculo > figado.

HOSSEIN et al. (2020) relatam diferencas na dindmica de captacdo e excrecédo de em
figado, intestino, rim e branquias de Capoeta fusca ao Fe e nanoparticulas de Fe. Branquias e
intestino apresentaram maiores acimulo de Fe comparados com o figado e rim. Este fenébmeno
foi atribuido ao contato direto das branquias com a 4gua e contato da mucosa intestinal com
material contaminado ingerido. A maior taxa de excrecdo do Fe foi encontrada nas branquias,
associada novamente ao contato direto destas com o meio, possibilitando a difusdo para agua.
Em contraste, as menores taxas de excre¢éo foram encontradas no intestino e figado, devendo-
se a possibilidade de ligacdo do Fe em proteinas de estocagem como ferritina. Desse modo,
apesar da possivel rapida excre¢do pelas branquias num primeiro instante, uma menor taxa de
excrecdo de outros tecidos seria responsavel por manter a concentragcdo do Fe em

concentracdes elevadas nas visceras quando comparadas ao inicio da exposicao.

Apesar do Cu registrar um aumento consideravel nos primeiros dias, ndo foi possivel
evidenciar a ocorréncia de um padréo similar aos demais metais. O padrdo de bioacumulacéo
do Cu para o grupo exposto ao MPAS apresentou diversos picos (dias 6, 15 e 24) para material
visceral. GUO et al., (2016) estudando diferentes estagios do peixe Oryzias melastigma, verificou
excrecdo acentuada de Cu nos primeiros 4 dias seguida de excre¢do menos acentuada do 4°.
ao 28°. dia, diminuindo na medida que avangavam nos 28 dias de exposi¢cdo. A ocorréncia de
um fenbmeno semelhante no presente trabalho poderia explicar a manutengdo das altas
concentracdes de cobre ao longo de um periodo quando comparado aos demais metais. ZHOU
et al. (2018) no seu estudo com o0 peixe Siganus oramin descreveram um aumento na
acumulagéo de Cu durante 30 dias, porém sem atingir um plateau de saturacéo pelo periodo do
exposicdo. Constataram ainda a excrecéo acelerada de Cu nos primeiros dois dias de exposi¢cao
seguida da diminuicdo na taxa de excrecdo a partir deste 2° dia. Estes resultados corroboram a

hipotese apresentada para o padrdo de bioacumulacdo do Cu no presente trabalho.

Tal como descrito para o Cu, 0 Zn ndo apresentou um padrdo similar aos demais metais
para o material visceral. Ao contrario dos demais metais, 0 zinco apresentou um segundo pico
méximo de bioacumulagdo provavelmente relacionado a diferencas na bioacumulacdo de
diferentes tecidos. ABDEL-TAWWAB; EL-SAYED; SHADY (2016) demonstraram em tilapia-do-
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Nilo que a concentracdo de Zn em branquias, figado, rim e musculo estava diretamente
relacionada com o tempo de exposicdo. Apos 1 semana de exposi¢do a ordem de acumulacao
de Zn nos tecidos foi branquias > figado > rim > musculo em contraste, apds 6 semanas, a ordem
foi figado>rim >branquias>musculo. Este estudo sugere uma acumulacdo preferencial num
primeiro instante nas branquias seguida pelo transporte e entdo acumulacéao preferencial em

demais tecidos viscerais para demais dias.

5.2.3. Limites diarios e satde humana

O presente estudo demonstrou o potencial destes metais de acumularem nas visceras e
filé ao longo do tempo em diferentes concentragcdes. Considerando que a contaminacgéo do filé
pode causar efeitos deletérios ao ser humano, uma vez que é parte da alimentacdo. Neste
contexto, a bioacumulacéo destes metais no musculo/filé é preocupante quando considerados

os limites para consumo humano com seguranca estabelecidos pela USEPA.

TABELA 23: Comparagéo entre o limite diario (mg) estabelecido pela USEPA (USEPA
2020) e a ingestao estimada de Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb (mg) pelo consumo de 150 g de filé ou
visceras considerando a maior concentracao determinada e a concentragao referente ao dia 30

para cada metal.

USEPA Consumo Filé Consumo Visceras
Metais Limite diario (mg) Maior [] Ap0ds 30 dias Maior [] Apds 30 dias

Cu 2,8 3,0 1,41 11,2 9,21
Fe 49 518.2 80,30 3323,5 1248,63
Al 70 51,1 13,10 402,7 167,02
Zn 21 37,7 18,74 41,0 25,28
Mn 9,8 4,4 1,69 31,4 1,69
Pb 0,30 0,3 0,03 2,7 0,88

O consumo do filé de peixes expostos ao MPAS pode apresentar um risco a saude
humana em vista & concentracdo determinada nestes ser superior aos limites estabelecidos
(Tabela 23). Os limites séo estabelecidos com base no potencial toxicolégico para humanos que

0s metais apresentam. OE et al. (2016) demonstraram o potencial hepatotoxicolégico do Cu
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determinando a ocorréncia, in vitro, de estresse oxidativo, alteracdes no reticulo endoplasmatico,
apoptose e danos no DNA. A toxicidade da concentracdo excessiva de Al envolve principalmente
a neurotoxicidade, estresse oxidativo, apoptose celular por disfuncdo mitocondrial além de afetar
o sistema hematopoiético e esquelético (STAHL et al., 2017). A toxicidade de Mn , pelo potencial
como disruptor dopaminérgico , tem sido associado a patologias neurolégicas (NEAL; ZHENG,
2015). No caso do Pb é documentado sua toxicidade neuroldgica, hematoldgica, reprodutiva,
gastrointestinal e imunolégica associado geralmente ao seu potencial de induzir estresse
oxidativo (PATRICK, 2006).
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5.3. Biomarcadores nas branquias de O. niloticus

5.3.1. Metalotioneinas

Metalotioneinas sé@o proteinas que se ligam a metais, atuando na regulacédo celular dos
niveis de metais como Cu e Zn, entre outros e constituem uma importante via de detoxificacdo
de metais no geral (HAUSER-DAVIS et al., 2012). A auséncia de alteragdo na concentracao de
metalotioneinas nas branquias do grupo exposto ao MPAS quando comparado ao controle pode
se associar a 2 fatores.

O primeiro refere-se a rota de captacdo de metais pelo peixe. A captacdo de metais do
ambiente pelo peixe pode ocorrer principalmente por duas vias: captagao direta pelo contato das
branquias com o meio e pela mucosa intestinal em contato com alimento e/ou sedimento
contaminado advindos da dieta (SAULIUTE, GINTARE; SVECEVICIUS, 2015).

Quanto ao segundo fator, os niveis de metais acumulados na branquia poderiam néo ser
suficientes para induzir altera¢cdes nos niveis de MT no grupo exposto ao MPAS. Sendo assim,
assume-se a ocorréncia de uma acumulacao preferencial de metais em outras matrizes teciduais
guando comparados a branquia. Esta situagé@o é descrita por SOW et al (2019) em seu estudo
de analise da concentracao de metais na enguia Monopterus Albus. SOW et al. demonstraram
acumulacéo preferencial de Ni, Zn e Pb nas branquias quando comparados aos demais tecidos
enquanto principal tecido de acumulacéo do Cu foi o figado. Contudo, os autores demonstraram
correlacdo mais significativa entre os metais e a MT no figado quando comparado a branquia.
Este parece ser o caso para o presente trabalho visto a auséncia de correlacdo entre a
concentracdo de MT analisadas nas branquias com as concentracdes de metais determinadas

nas visceras.
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5.3.2. Histopatologias

Patologias podem alterar a funcionalidade de tecidos quando presentes. O impacto varia
de formas leves a perda total da funcionalidade do 6rgdo dependendo da frequéncia e da
gravidade deste. A frequéncia alta de HPT no inicio do experimento no controle seria decorrente
de condi¢Bes do meio ao qual estavam aclimatados previamente ao inicio do experimento. A
ocorréncia de situacao similar no grupo exposto para 0 mesmo dia atestaria a ultima hipétese,
em vista que espécimes de ambos 0s grupos experimentais teriam sido selecionados

aleatoriamente de um mesmo lote.

As branquias séo 6rgaos que possuem grande plasticidade, alterando sua estrutura frente
a diferentes estressores ambientais garantindo a sobrevivéncia do individuo (SOLLID; NILSSON,
2006; SACKVILLE; BRAUNER, 2018). Mais ainda, é documentado a capacidade destas de se
adaptarem ao estressor e recuperarem a funcionalidade comprometida por patologias
(FERREIRA et al., 2017). Este potencial foi verificado no presente estudo pela regresséo do
guadro de patologias apresentadas pelas branquias do grupo controle. Ja para o exposto, a

manutencgdo deste quadro por um periodo prolongado se deveria a presenca do MPAS.

A hipertrofia do epitélio lamelar constitui um mecanismo de defesa aumentando a
distancia para difusao e dificultando a entrada de compostos téxicos na branquia (FERREIRA et
al.,, 2017). No entanto, esse aumento pode diminuir a captacdo de oxigénio e comprometer
capacidade respiratdria do individuo (NUNES et al., 2015; SAYED; MEKKAWY; MAHMOUD,
2012). AlteracgOes relacionadas aos iondécitos estédo relacionadas a mecanismo de defesa; as
iondcitos atuam principalmente na regulacédo i6nica e acido-base pelo fluxo de Ca? e CI,
ajustando sua area de superficie apical em situagfes estressantes. Em meio alcalino verifica-se
aumento da area apical em contraste ao meio 4cido que se verifica uma diminuicdo desta area,
aumentando ou diminuindo o nimero de trocadores CI7/HCOj3™ funcionais (PERRY, 1997). No
entanto, em alguns casos, ocorre a proliferacdo pela lamela configurando-se uma barreira para
difusdo de oxigénio e comprometendo a funcionalidade da branquia (PERRY, 1997). A
hiperplasia e proliferagdo das células cloreto foram constatados no presente trabalho para o
grupo exposto, reforcando a entdo o potencial dos metais como estressores e possivelmente
afetando a regulacao idnica. Similar resposta foi demonstrada também por (AWALUDIN et al.,
2019), na qual a exposicdo cronica (28 dias) a cadmio do peixe Gambusia affinis promoveu

aumento da area das células cloreto.



61

Com base no IAH estas alteracdes histolégicas ndo comprometem o funcionamento da
branquia. Contudo, prevé-se que a exposicao a concentracfes mais altas de metais poderiam
desencadear efeitos mais pronunciados nas branquias, uma vez que se verificou uma correlacdo
positiva entra a concentra¢cdo dos metais na agua (Cu, Al, Mn e Fe) e nas visceras (Zn, Al, Pb,
Mn e Fe) e o IAH. A hipo6tese é corroborada pelo trabalho de ZHENG et al. (2011) expondo o
peixe Synechogobius hasta a Zn e avaliando altera¢des histolégicas na branquia e atividade
enzimatica. Dentre os resultados, Zheng destacou descolamento do epitélio lamelar, congestao
vascular, aneurismas, edema no epitélio filamentar e hiperplasia do epitélio lamelar priméario. No
estudo citado, a concentragdo de Zn seria superior (19,2 mg.L* de Zn no 12° dia de exposicéo)

guando comparado ao maior valor registrado de Zn na agua do presente trabalho (35,732 ug/L).

Uma situacdo semelhante é registrado por PAULINO et al. (2014) ao analisar diferentes
locais de um reservatorio de uma usina hidroelétrica quanto a bioacumulagdo de metais e
organoclorados nos peixes Astyanax fasciatus e Pimelodusmaculatus. O autor relata menores
valores de IAH para branquias em pontos de coleta nas quais afirma ocorrer uma menor
acumulagdo de metais contrastando a maiores valores de IAH em pontos com maiores

acumulagéo.

A interacdo entre metais poderia constituir um outro fator responséavel pelos efeitos
observados. NNAMDI et al. (2019) relata no seu trabalho com nanoparticulas metalicas, um efeito
toxico reduzido nas branquias para misturas de Cu, Si e Al quando comparados ao efeito
isolados. Desse modo, sugere uma relacédo antagonista entre esses metais, pelo menos na forma
de nanoparticulas. SAIBU et al., (2018) determinaram a distribuicdo de Zn nas branquias de
Oncorhynchus mykiss e alteragdo advinda da interacdo com Cd e Cu. Concluiram que existiria
um potencial papel competitivo/antagonista entre Zn e Cd mas nao entre Zn e Cu. Estes trabalhos
reforcam o potencial de metais de interagirem antagonicamente ou sinergicamente entre si e
promoverem alteracdes no organismo. Estudos futuros avaliando as interagfes dos metais no

MPAS poderiam elucidar com mais detalhes o impacto da mistura nas branquias.
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6. Conclusbes

O presente trabalho avaliou e identificou a presenca de metais presentes no MPAS
oriundo da atividade minero-siderurgica do complexo de Tubardo em Vitéria.

Foi verificado que a dissolucdo do MPAS no meio aquoso € incompleta com
sedimentacdo de grande parte do material. A solubilidade dos metais presentes € heterogénea
com o Cu, Zn, Mn, Al apresentando solubilidades semelhantes enquanto Fe e Pb apresentaram
a menor solubilidade.

O acumulo de metais nos organismos apresenta heterogeneidade, acumulando-se
preferencialmente em tecidos viscerais em relacdo ao filé. A concentracdo no filé apresentou
valores superiores aos limites de consumo estabelecidos pela USEPA reforgando o seu risco ao

consumo humano.

O padréo de bioacumulacdo dos metais foi caraterizado pelo aumento acentuado inicial
com subsequente queda na concentragcdo com excecdo do Cu e Zn que evidenciou a persisténcia

desses metais no organismo.

As concentracdes de metais presentes no MPAS ndo comprometeram a funcionalidade
da branquia e néo alteraram a concentracdo de MT nas branquias. Todavia efeitos subletais,

como alteragdes histopatoldgicas, foram registradas ao longo da exposicgéo.
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